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Je dédie cette thése a

Allah

LOUANGE A ALLAH TOUT PUISSANT, QUI MA PERMIS
DE VOIR,CE JOUR TANT ATTEND.

Le tres Haut, le trés miséricordieux, Le trés grand,
Maitre des cieux et de terre
Qui m’a donné le courage, la force et la patience pour aller jusqu'au
bout et réaliser mon réve d enfance
Qui m’a guidé sur le droit chemin,
Soumission, louanges et remerciements pour votre cléemence et
miséricorde.
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AU PROPHETE MOHAMED

Paix et salut sur [ui
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A Sa Majesté Le Roi
Mohammed VI

Chef Supréme et Chef d’Etat-Major Général
des Forces Armées Royales

Roi du MAROC et garant de son intégrité territoriale
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A
Son Altesse Royale

Le Prince Heritier
Moulay EL Hassan
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Son Altesse Royale
Le Prince Moulay Rachid

Que Dieu le protége.

00
o

%o
o

i



_wuoo —% % % % % % % % % % % % % % EA % % % % % OOJ

& So

|

o % muo

of Qe
&

o9 Q %
S

o0 Y %0
Q

o% & &

) % M muo

09 m Qe

[¢) % M muo

. SN i

of M Qe

o m e
o

o) % O ﬁwuo

of Qe
\Zﬂ

o9 e

o % muo

| |

F S Y S R — — — — — ) B\ BT B R— F— — P— J—) L




Monsieur Le Général De Corps D’armée
Abdelfatah LOUARAK
Inspecteur Général Des FAR Et Commandant De La Zone Sud

En témoignage de notre grand respect

Notre profonde considération et sincére admiration

A
Monsieur Le Médecin Général De Brigade
Mohammed ABBAR,
Professeur En urologie.
Inspecteur Du Service De Santé Des Forces Armées Royales.

En témoignage de notre grand respect,

Et notre profonde considération

A
Monsieur Le Médecin Général De Brigade
EL Mehdi ZBIR,
Professeur de Cardiologie.
Médecin chef de CHMIMY — Rabat

En témoignant de notre grand respect et notre profonde considération
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En témoignant de notre grand respect et notre profonde considération

Monsieur le Médecin Général De Brigade
Abdelatif BOULAHVA

Professeur De Chirurgie Cardio-Vasculaire.

Médecin Chef De L Hopital Militaire Avicenne De Marrakech

A

Monsieur le Médecin Colonel Major Mohammed ELBAAT

En témoignant de notre grand respect et notre profonde considération

En témoignage de notre grand respect Et notre profonde considération

Professeur de médecine interne.
Directeur de CHMMI-Meknés.

Monsieur le Médecin Colonel Major
Taoufig AMEZIANE
Professeur en Médecine Interne
Directeur de [E.R.S.S.M
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A Monsieur le Médecin Colonel Abderrahmane EL MATAR,
. Commandant le Groupement Formation o
et Instruction de L'ERSSM

En témoignage de notre grand respect, et notre profonde considération.
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A ceux qui me sont les plus chers
A ceux qui ont toujours cru en moi
A ceux qui m’ont toujours encouragée

Je dédie cette theése a. ..




A MES TRES CHERS PARENTS MME NADIA EZEKAR],
MR MUSTAPHA LAKSSIR,

A mes chers parents , les personnes que j'aime le plus au monde, ceux;
qui m’ont donné la vie, et qui m’ont toujours procuré de la douceur, la
tendresse et de [amour inconditionnel, vous étes les bougies qui
illuminent ma vie et qui éclairent mon chemin, vous m’avez tout donné
sans compter, vous étes mes meilleurs amis . .. Quoique je puisse dire et
écrire, je ne pourrais exprimer ma grande affection et ma profonde
reconnaissance pour votte présence, pour vos encouragements, et votre
soutien indéfectible depuis mon enfance et durant toutes mes années
d’études, vous m’avez inculqué les valeurs nobles de la vie,
[honnéteté et la responsabilité, vous étiez toujours la pour me
soutenir et me réconforter dans les moments les plus difficiles , toujours
les premiers a essuyer mes larmes et soulager mes peines , je me sens trés
bénie d'avoir des parents aussi merveilleux que vous . Ce modeste
travail, qui est avant tout le vitre, n’est que le fruit de vos efforts et
vos immenses sacrifices, vos priéres et votre bénédiction m'ont toujours
été d'une grande aide durant ce long chemin. Sachez que sans vous je ne
suis rien mais grice d vous je deviens médecin.

Puisse Dieu tout-puissant vous préserver de tout mal, vous combler de
santé, de bonheur et vous accorder une longue et heureuse vie afin que je
puisse vous rendre un minimum de ce que je vous dois.

Je vous aime
" e Sl ) LS bagas Hl )y Jig 7
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A mon cher mari le médecin capitaine
VASSINE ER RAHALI
A mon homme, [amour de ma vie, une personne unique par sa
générosité, son altruisme, son honnéteté et son grand ceeur.
Tu es et tu seras toujours mon pilier, ma force et ma fierté.

Tes conseils m’ont guidé et m’ont amené [a o1l je suis aujourd hui,
sans oublier tes résumés et tes fiches qui m’ont été d une grande aide.
Tu m’'as soutenu durant toutes mes années d études, tu étais toujours la
pour m’encourager et me réconforter, me remonter le moral dans les
moments les plus difficiles , aucun mot ne saurait t'exprimer mon
profond attachement et ma reconnaissance pour ['amour, [ attention
et la gentillesse dont tu m'as toujours entouré, et aucune dédicace, aussi
expressive qu elle soit, ne saurait exprimer ma gratitude et [estime que
J'ai pour toi. Ce travail est le tien aussi, parce que grdce d ton soutien
et d ta patience qu'il a pu voir le jour. Je te remercie encore une fois
et je prie le bon dieu tout puissant pour qu il nous préserve de tout mal,
bénisse notre union, et nous procure santé et bonheur,
ainsi une longue vie pour le service de dieu et de ["humanité.

Je t’aime
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A MA PETITE PRINCESSE A NAIITRE

Mon tout petit Ceeur, depuis [annonce de ta présence par une petite
bande rose, je n'ai pu cesser une seconde de t aimer.
Tu t'es accrochée da la vie. .. et tu as a pris possession de mon corps
pendant 6 mois jusqu d a présent | 6 mois de bonheur de joie
et d"impatience de te voir ma princesse. Tu as déja tout changé :
mon dme, mes envies mes habitudes, et notre quotidien a papa et moi
depuis que tu es la, tu m’obliges a rester forte, méme si parfois c’est
difficile, mais je suis préte a braver toutes les marées (et les nausées,
vomissement. ...), pour que dans 3 mois, tu seras enfin dans nos bras.
C’est a toi mon petit ceeur que maman dédie ce travail pour te dire que
tu seras pour toujours notre bonheur, le rayon du soleil qui illuminera
notre vie, j espére qu'un jour tu seras fiére de moi ma chérie.

Ta maman qui t'aime
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A ma cheére seur DOCTEUR FATIMA EZZAHRA LAKSSIR.
Chere et tendre petite sceur, malgré la distance, tu es toujours dans mon
ceeur, tu es mon dme-sceur. Bien que tu sois plus jeune, tu étais toujours
la a m'épauler et me réconforter... Je te dédie ce travail en témoignage

de mon amour, mon respect, ma gratitude

et mon attachement indéfectible, et je te remercie pour ton support

et tes encouragements tout au long de mes années d études,
ainsi je te souhaite tout le bonheur du monde, et la réussite
dans ton parcours universitaire et professionnel ma future chirurgienne
dentiste. Je t’'aime sceurette
A mon cher frére DOCTEUR YOUSSEF LAKSSIR,

Mon cher petit frére, tu es le deuxiéme homme de ma vie aprés papa,
Tu es ma force et ma fierté, [ humoriste de la famille, tu es tout
simplement mon frére que j'adore. Tu seras a jamais le pilier de tes trois
sceurs. Tu étais présent dans tous mes moments d examens par ton
soutien moral, physique et tes délicieux sandwiches et tacos. Je te
souhaite un avenir plein de sérénité, de joie, de bonheur, de réussite dans
tes études, cher futur chirurgien-dentiste. Je t exprime d travers ce
travail mes sentiments de fraternité et d amour.

Je t ’aime mon frere
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A ma chére seur MALAK LAKSSIR
Tu es la prunelle de mes yeux, [intelligente de la famille LAKSSIR,
La talentueuse musicienne, J’ai la chance d avoir une sceur trés brillante
et douée comme toi, je te dédie ce travail en témoignage
de mon affection, mon attachement et mon amour, et je te souhaite une
“ vie pleine de réussite et de bonheur ma chérie. Que DIEU puisse te

o garder, éclairer ton chemin et t aider a réaliser tes veeux_les plus chets.

% Je t’aime sceurette
i3 A Mon Grand-pére Maternel
. THAMI EZEKAR]

Qui m’a accompagné par ses prieres, puisse Dieu [ui préter longue vie,

beaucoup de santé, de prospérité et de bonheur

A La Mémoire De Mon Grand-pére
MOHAMMED EL YAMANI
Tu seras a jamais dans mon esprit et dans mon cceut,

Puisse Dieu, le miséricordieux, t'accueille dans son éternel paradis.
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i A La Mémoire De Ma Grand-mere Maternelle
" FATIMA MONTASSIR,
% Certes on ne s'est jamais vu parce que DIEU a voulu

“° que tu nous quittes avant ma naissance, mais je suis sir que la ou tu es,
% tu seras fiére de moi. Puisse Dieu tout puissant t accorder

! sa clémence, sa miséricorde et t accueillir dans son saint paradis.

i3 A La Mémoire De Mon Grand-pére Et Ma Grand-mére Paternelle
o, KABBOUR LAKSSIR ET CHTIWA EL KADDI

J aurais tant aimé que vous soyez encote présents, mais le destin
ne nous a pas laissé le temps pour féter cette joie et cette réussite
ensemble, Je suis certaine que vous étes fiéres de moi. Vous me manquez
énormément. Que dieu ait vos dmes en sa sainte miséricorde, et vous

accueille dans son paradis.
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% A La Mémoire De Mon Oncle THAMI LAKSSIR.
“ Tu étais le premier a me féliciter le jour o1l j’'ai réussi
! le concours de médecine, tu étais fiere de moi comme

. ), . . . , . ) . AL 7 ), .
3 si ¢'était toi qui a réussi, tu m'a toujours gaté parce que j étais ton
& adorable petite fille, tu m’a toujours motivé et encouragé dans mes
0 études, aucun mot ne saurait t'exprimer mon profond amour

pour toi et rien ne soulagera la peine et la tristesse que je ressens apres
ta mort, je te dédie ce travail et cette réussite en témoignage
de mon respect et mon attachement , tu as rejoint les anges,
mais jamais je n'oublierais tout [amour que tu m'as donné ,et je prie
DIEU jour et nuit pour qu’ il t accueille dans son paradis,

que DIEU ait ton dme en sa sainte miséricorde.
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A mon oncle M HAMMED EL YVAMANI
et sa petite famille
A mon grand freére, celui qui croit en moi, et qui a toujours été fiére de
mot. En souvenir des moments merveilleux que nous avons passés
et aux liens solides qui nous unissent, Je te dédie ce travail avec
Cexpression de mon respect le plus profond et mon affection la plus

sincere.

A mon oncle KHALID EZEKAR]
et sa petite famille
Qui m’a toujours soutenu et éprouvé de la joie pour ma réussite, je te
dédie ce travail et je te souhaite santé, bonheur et prospérité, a toi et d

toute ta famille, que Dieu vous protége

A MES CHERS ONCLES, TANTES,
LEURS EPOUX ET EPOUSES

A MES CHERS COUSINS COUSINES

En témoignage de mon amour et ['estime que j'ai pour vous. J’espére que

vous trouverez d travers ce travail ['expression de mes sentiments les

plus chaleureux,
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A MES TRES CHERS ENSEIGNANTS ETAMIS DE
L INSTITUT EL YAKADA I ET 11

Je ne trouve pas les mots justes et sincéres pour vous exprimer mon
affection, mon attachement et mes pensées. En témoignage des
souvenirs de tous les moments que nous avons passés ensemble, je vous
dédie ce travail et je vous souhaite une vie pleine de joie et de réussite.

A MES CHERS CAMARADES DE LA PROMOTION 2012 DE
L’ECOLE ROVALE DU SERVICE DE SANTE MILITAIRE

J'espére que vous trouverez dans ce mémoire le témoignage de notre
amitié sincére. Et je souhaite a chacun de vous un avenir plein de joie,
de succes et de réussite.

A TOUTE PERSONNE CHERE ET QUE J'AI
INVOLONTAIREMENT OMIS DE CITER,

Que ce mémoire soit pour vous le témoignage de mes sentiments les plus

sinceres et les plus distingués.

Enfin une pensée particuliére, a [ensemble des bébés, enfants et adultes
malades, Puisse Allah vous procurer santé, guérison, et réconforte. ..
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A notre cher maitre et président de thése
Monsteur le professeur Mimoun ZOUHDI
Professeur de Microbiologie

Vous nous avez honorés en acceptant de présider le jury de cette theése
Votre sérieux, votre rigueur de travail, ainsi que votre dévouement
professionnel sans [imites font ["objet de notre admiration,
et un exemple dans [exercice de la profession
Veuillez accepter, cher maitre, [expression de notre

reconnaissance et de notre profonde estime.
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% A notre cher maitre et rapporteur de thése,
X Madame le professeur Mariama CHADLI
& Professeur de Microbiologie

< Vous nous avez honorés par en nous confiant un sujet de cette ampleur.
o Nous vous remercions pour votre bonté, votre modestie, votte patience,
o wotre disponibilité et vos encouragements .Votre sérieux et rigueut, ainsi
que vos qualités humaines sont pour nous un exemple a emprunter aussi
bien comme exemple a suivre dans notre vie quotidienne que pour
[exercice de cette noble profession. Veuillez accepter, cher maitre,

[expression de notre gratitude et profonde reconnaissance
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- A notre cher maitre et juge de thése

% Monsieur le professeur Ahmed GAOUZI

o% Professeur de Pédiatrie

! Vous avez accepté trés spontanément de faire partie de notre jury. Cet
& honneur nous touche infiniment et nous vous remercions de votre

0 enseignement et de ['intérét que vous avez porté a ce travail. Nous

tenons a vous exprimer, cher maitre,

notre gratitude et notre profond respect.
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% A notre cher maitre et juge de thése,
% Madame le professeur Saida TELLAL
& Professeur de Biochimie

< Je suis trés honoté par votre présence au sein de notre jury de thése. Vos
& qualités professionnelles et humaines, votre rigueur scientifique nous
& servent d exemple. Veuillez croire, cher Maitre, a [assurance

de notre respect et de notre reconnaissance.
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PAC

IRB

IC

PCR

IRABC

PCR

BPCO
EABPCO

VAS

VRI

VAI

PFAA

OMS

OR

VRS

S. Pneumoniae
M. Influenzae
M. Pneumoniae
H. :Influenzae
M. Catarrhalis
S. Aureus

C. Pneumoniae
PIV

HMPV

L. pneumophila

Spp
VIH

LISTE DES ABREVIATIONS

: Pneumonie aigué communautaire
. Infection respiratoire basse
. Intervalle de confiance
: Polymérase Chain Réaction
. Infections respiratoires aigues basses communautaires
: Polymerase Chain Reaction ou réaction de polymérisation en chaine
: Bronchopneumopathie chronique obstructive
: Exacerbation aigué de broncho-pneumopathie chronique obstructive
: Voies aériennes supérieures
: Voies respiratoires inférieures
: Voies aériennes inférieures
: Pneumonie franche alvéolaire aigué
: Organisation mondiale de la santé
: Odds ratio ou rapport des cotes
: Virus respiratoire syncytial
: Streptococcus pneumoniae
:Myxovirus influenzae
: Mycoplasma pneumoniae
: Haemophilus influenza
: Moraxella catarrhalis
: Staphylococcus aureus
: Chlamydophila pneumoniae
: Virus Para influenza
: Métapneumovirus humain
: Legionella pneumophila
: Species plurimae = plusieurs espéces

- Virus de I'immunodéficience humaine
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I. INTRODUCTION

Les infections broncho-pulmonaires sont des infections respiratoires basses
pouvant toucher les bronches (bronchites), le parenchyme (pneumonies,
suppurations pulmonaires et pleuro-pulmonaire) ou les deux a la fois (broncho-

pneumonie).

La pneumonie aigué communautaire (PAC) est une maladie fréquente,
grave et codteuse. Son incidence annuelle est estimée entre 1,6 et 9 cas pour
1000 habitants en Europe. L’incidence annuelle des cas hospitalisés est estimee
en France entre 0,9 et 2,7 cas pour 1000 habitants, pour une durée moyenne de
séjour a I’hopital de 13,6 jours , une admission en réanimation ou soins intensifs
pour 10% a 20% des patients et une mortalité proche de 5% en moyenne , tres
variable selon 1’age et la population[1] . Elle représente la premiére cause de
décés par maladie infectieuse [2] et la 3° cause de mortalité dans le monde avec
2,7 millions de déces/an et un taux de déces ajusté sur I’age de 41,6 (IC 95 % :
38 - 43,5) pour 100 000 personnes [3]. Les IRB restent ainsi un enjeu majeur de
santé publique en termes de morbi-mortalité et de colt des soins, tant chez le
patient immunocompétent que chez I’immunodéprimé. Elles peuvent étre dues a
divers micro-organismes tels que bactéries, virus, champignons, parasites, voire
étre d’origine polymicrobienne, mais pres de 50 % des IRB restent non

documentées et/ou sans étiologie microbiologique retrouvée[4].

Malgré le vieil adage « les antibiotiques ce n’est pas automatique », les
IRB sont aussi a I’origine de la majeure partie de la prescription d’antibiotiques,
tant en pratique de ville qu’en milieu hospitalier[5] , alors qu’ils ne sont pas

recommandés au cours de la bronchite aigué simple et qu’ils s’averent inutiles



dans les IRB d’origine virale (influenza, rhinovirus, coronavirus,. . .) qui
concerne pres de 30 % des PACI[6] . Outre le surcol(t engendré au cours des IRB
peu séveres, une antibiothérapie prescrite empiriqguement et de facon
inappropriée lors d’infections séveres, incluant les PAC, peut aussi s’observer
dans plus de 50 % des cas [7]. Cette antibiothérapie inappropriée expose ainsi
les patients non seulement a des effets secondaires mais surtout a un risque de
surmortalité  intra-hospitaliere comparativement a une antibiothérapie
appropriee, et ce d’autant plus que [D’infection initiale est sévere [8].
L’antibiothérapie inappropriée peut résulter de la non-observance des
recommandations , mais également de I’émergence des résistances bactériennes,
laguelle est maintenant reconnue comme étroitement liée a la pression de
sélection bactérienne induite par une prescription excessive ou (trop) prolongée

d’une antibiothérapie [9].

Cette problématique souligne la nécessité d’améliorer 1’usage des
antibiotiques au cours des PAC, par des stratégies d’antibiothérapie courte et/ou
a durée personnalisée, guidée par I’évolution clinique initiale, par les
biomarqueurs ou encore par I'utilisation des nouveaux tests diagnostiques
moléculaires [1]. Le développement de nouvelles techniques visant a déterminer
le profil épidémiologique de ces infections permettra une meilleure maitrise du
risque infectieux et une rationalisation de la prescription abusive des
antibiotiques. Le diagnostic moléculaire par approche syndromique, apparait
comme une technique de choix pour établir le diagnostic moléculaire des agents
respiratoires pathogénes d’une maniere simultanée et a partir d’'un méme

échantillon avec des résultats rendus dans un delai tres court[10].



La plateforme de PCR multiplex actuellement disponible au sein du
laboratoire de microbiologie permet de répondre a ce diagnostic par approche
syndromique et de distinguer rapidement les infections virales des infections
bactériennes favorisant ainsi la mise en place d’une stratégie thérapeutique

ciblée sur I’agent pathogene responsable.

Le but de ce travail est de faire une revue de la littérature avec les
nouvelles actualités sur les infections respiratoires basses de 1’adulte, detailler
les méthodes de diagnostic microbiologique et démontrer 1’intérét de la biologie
moléculaires et particulierement 1’approche syndromique dans le diagnostic et la

prise en charge des IRABC de 1’adulte immunocompetent.
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Il. DEFINITIONS

Les infections respiratoires sont reparties en deux catégories :

> Les infections respiratoires hautes : rhinopharyngite, otite, sinusite,

angine, laryngite...

» Les infections respiratoires basses qui correspondent a I’atteinte des

voies aériennes sous-glottiques.

Les infections respiratoires aigues basses communautaires (IRABC) de
I'adulte comportent trois entités: bronchite aigué, exacerbation aigué de
broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) et pneumonie aigué

communautaire (PAC).

Les infections respiratoires hautes ainsi que les IRB nosocomiales et de

I’'immunodéprimé ne seront pas traité dans se travail.
A. BRONCHITE AIGUE

C’est une inflammation aigue des bronches et des bronchioles sans atteinte
du parenchyme pulmonaire, souvent de nature infectieuse. Elle est souvent
d’origine virale ou viro — bacterienne, L’évolution est genéralement bénigne

sauf en cas de pathologie chronique sous-jacente[11].
B. PNEUMONIE AIGUE COMMUNAITAIRE (PAC) de ’adulte

La PAC correspond a une infection aigue du parenchyme pulmonaire. Elle
est dite communautaire si elle est acquise en milieu extrahospitalier ou avant la
48° heure suivant ’admission a I’hdpital. C’est une affection potentiellement

grave qui peut engager le pronostic vital[12].



Classiquement on distingue trois types de pneumopathies selon le siege
anatomique de I’infection. L’intérét d’une telle classification était de faire
un rapprochement entre une présentation anatomo-radiologique d’une part,

et une origine microbiologique d’autre part[13]. Ont donc eté décrites :

» Les pneumonies alvéolaires qui se caractérisent par une atteinte
preférentielles  des espaces aériens distaux. Ce type d’atteinte

correspond aux pneumonies dites typiques.

> Les pneumopathies interstitielles dites atypiques qui seraient dus

aux agents intracellulaires et aux virus.

» Les bronchopneumonies atteignant les bronchioles et le
parenchyme pulmonaire adjacent et typiquement dues aux

Staphylocoques ( mais non pas le seul )

C. EXACERBATION AIGUE DE BRONCHO-PNEUMOPATHIE
CHRONIQUE OBSTRUCTIVE (EABPCO)

La broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une maladie
respiratoire chronique définie par une obstruction permanente et progressive des
voies aériennes. Cette obstruction est due a 1’association, a degré variable, d’une
réduction du calibre des bronchioles et d’une destruction alvéolaire
(emphyséme pulmonaire). 11 s’y associe une réponse inflammatoire pulmonaire
anormale a des toxiques inhalés (tabac, polluants...). La BPCO comprend deux

entités cliniques distinctes : Bronchite chronique et I’emphyséme[14].



L’EABPCO est définie comme un événement aigue caractérise par
une aggravation des symptdmes respiratoires au-dela des variations
quotidiennes et conduisant a une modification thérapeutique : soit simple
augmentation des bronchodilatateurs , dans ce cas , une durée supérieure a
24 heures est requise pour parler d’exacerbation soit 1’ajout d’un
traitement  supplémentaire (antibiothérapie et/ou  corticothérapie orale )
[15].

Les majoritées des exacerbations de la BPCO est d’origine infectieuse (40 a
50%), souvent d’étiologie virale. Parmi plusieurs virus, les rhinovirus et le virus

de la grippe semblent jouer un role prédominant [16].
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1. RAPPELS ANATOMIQUE[17]

Les voies respiratoires sont des canalisations permettant le passage de I’air
depuis le nez et la bouche vers les poumons et les alvéoles pulmonaires au cours

de la ventilation. Elles sont classées en :

> Voies respiratoires supérieures ou voies aériennes superieures (VAS) qui
sont extra thoraciques (Nez et fosses nasales, bouche, Pharynx (carrefour

aerodigestif) et Larynx (la gorge).

> Voies respiratoires inférieures (VRI) ou voies aériennes inférieures
(VAI) qui sont intra thoraciques et reparties en une zone de conduction
et de transition (trachée, bronches) et une zone respiratoire (Conduits et

sac alvéolaires, alvéoles pulmonaires).
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Figure 1 : Anatomie de I’appareil respiratoire[17]
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IV. PHYSIOLOGIE ET MECANISMES DE DEFENSE DE
L’ARBRE RESPIRATOIRE[18]

L’arbre respiratoire est constamment exposé a des infections qui peuvent
rester limitées (bronchites, pneumonies) ou potentiellement invasives
(bactériémies et meéningites). Il se comporte comme un organe
immunologique (Figure 2) dont la partie supérieure, le tractus
trachéobronchique, conserve le méme épithélium sécrétoire que le naso-
oropharynx, et comporte le tissu lymphoide associé aux bronches (bronchial

associated lymphoid tissue[BALT]). Les IgA sécrétoires y sont majoritaires par

rapport aux IgG. Ce compartiment est colonise par une flore bactérienne
commensale, dont certaines espéces (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis) peuvent devenir pathogénes. Le
compartiment pulmonaire est composé des bronchioles et des alvéoles dont la
paroi est constituée de pneumocytes, de macrophages residents, de cellules
dendritiques plasmocytoides et de cellules T et est couverte d’un film protecteur
composé de substances microbicides telles que le surfactant et la phospholipase
A2.
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The tracheo-bronchial tree: anatomo-immunological duality
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E Epithélium respiratoire cilié
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) pDCs, lymphocytes T
R

Vaisseaux sanguins et lymphatiques

“Renegar et al. J Immunol 2004

Figure 2 . L’arbre trachéobronchique : dualité anatomo-immunologique[18].

Les défenses de D’arbre respiratoire associent a la fois des facteurs
mécaniques, qui constituent « I’escalator mucociliaire », des récepteurs et
effecteurs de I’'immunité innée et, par le contact intime avec la circulation
sanguine et lymphatique, les effecteurs humoraux et cellulaires de I’immunité
adaptative (Figure 3). Ce systeme immunitaire sophistiqué est, cependant,
circonvenu par 1’acquisition de pathogénes primaires par I’h6te non immunisé
(tuberculose, peste, grippe, coqueluche, etc.) et est altéré par des facteurs
endogénes (génétiques, iatrogenes) ou exogenes (polluants chimiques et viroses

respiratoires) qui le rendent sensible a des pathogenes occasionnels, y compris

des microorganismes commensaux.
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Figure 3 : Défenses de I’épithélium respiratoire : Trois niveaux
de défenses : mécanique et microécologique, sécrétoire inductible et recrutable

apres stimulation antigénique ou par des polluants[18]
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V. PHYSIOPATHOLOGIE :

L'agression de l'appareil respiratoire par une particule infectante virale ou
autre se fait par plusieurs voies : d’abord respiratoire, la plus fréquente, a partir
des voies aériennes supérieures préalablement colonisées, ensuite hématogene

au cours d'une bactériémie, enfin la voie lymphatique est rarement empruntée.

L'étape initiale du processus infectieux est la colonisation de I'oropharynx.
Cette colonisation peut progresser de proche en proche vers les bronches, mais
aussi vers l'oreille moyenne par l'intermédiaire des trompes d'Eustache. Lorsque
la propagation de la colonisation est controlée localement par I'immunité innée,
la colonisation reste asymptomatique. L'absence ou linsuffisance des
mécanismes locaux de défense favorisent la division bactérienne et sa
dissémination vers les voies respiratoires basses ou elle peut déclencher une
infection connue sous le nom de pneumonie franche alvéolaire aigué
(PFAA)[19].

Plusieurs facteurs favorisent la diffusion de l'infection :

» L’allergie qui provoque un cedéme des muqueuses et perturbe le

drainage des trompes d'Eustache et des sinus ;

» Une infection intercurrente virale ou & Haemophilus influenzae, qui
provoque des Iésions de 1’épithélium et favorise I'adhésion et

I'invasion bactérienne

> Le tabagisme chronique qui provoque une dysfonction ciliaire et

perturbe le drainage de I'épithélium bronchique.
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Le rble du systeme immunitaire au niveau pulmonaire est déterminant dans
I’évolution des infections respiratoires basses (Figure 4) : un déficit immunitaire
favorise les ¢épisodes infectieux, et a [D’inverse, un exces de réponse
inflammatoire provoque une réponse exagérée et un syndrome de détresse
respiratoire souvent mortel. De nombreux travaux ont permis de mieux
comprendre la physiopathologie complexe de ces infections et de mettre en
¢vidence le role de I’'immunité innée et de I’immunité acquise dans les infections

respiratoires basses [20]

Le polynucléaire neutrophile est au centre de la réponse inflammatoire. Il
afflue dans D’espace alvéolaire en réponse a la présence d’un pathogene
respiratoire et va permettre la destruction du micro-organisme grace a la
production de radicaux libres, de protéines a activité antimicrobienne ou
d’enzymes de dégradation des bactéries. Une autre voie médiée par les
polynucléaires est la voie du neutrophil extracellular trap (NET), « filet »
composé de plusieurs proteines qui vont éliminer les bactéries extracellulaires,

leur réle exact reste a identifier dans le processus inflammatoire.
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Figure 4 : Neutrophiles et infection pulmonaire[19]

Le role des cellules présentatrices de 1’antigéne est crucial pour signaler la
présence d’un pathogeéne aux lymphocytes et aux cellules épithéliales qui vont
ensuite attirer les polynucléaires neutrophiles. Il s’agit essentiellement des
macrophages intraalvéolaires et des cellules dendritiques, riches en systemes de
reconnaissance et de signalisation. Ces mécanismes relevant de I’immunité
innée permettent de reconnaitre des épitopes communs aux agents infectieux.
Les plus connus sont les récepteurs Toll (Toll-like receptors ou TLR), certains
polymorphismes génetiques de ces récepteurs ont été identifiés comme facteurs

prédisposant aux infections respiratoires et a leur séverite.
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Les polynucléaires neutrophiles vont également stimuler I’immunité
acquise avec une réponse pro-inflammatoire médiée par des cytokines (tumor
necrosis factor alfa [TNF-a], interleukine 1 [IL-1], chémokines, IL-12,
interféron gamma [IFN-c]), recrutement des cellules dendritiques et des

lymphocytes B, activation des lymphocytes T (et production d’IL-12).

La survenue d’un syndrome de détresse respiratoire aigué est en général
lice & un exces de réponse inflammatoire, soit par lésions directes liées aux
radicaux libres produits par les polynucléaires neutrophiles, soit par défaut des
mécanismes physiologiques inhibiteurs de I’inflammation (interruption des
voies du TNF-a ou IL-1, déficit en proteines de liaison du complexe NF-jB,
mutations de STAT-3 par exemple). L’identification de polymorphismes
génétiques associés a I’altération de certaines de ces voies de signalisation et a
un exces de réponse inflammatoire, permet d’espérer 1’identification des
populations les plus a risque de syndrome de détresse respiratoire et de

développer des stratégies thérapeutiques anti-inflammatoires plus ciblées[20].
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VI. EPIDEMIOLOGIE

Dans notre travail on n’as pas trouve des données épidémiologiques
nationales sur les IRABC, et on va se basé par consequent sur des donnés de la
littérature internationale (OMS, France, Europe Etats unies...)

« Les IRB sont tres fréquentes

L’incidence annuelle des IRABC est tres élevée dans les pays industrialisés
comme dans les pays en voie de développement. Elle varie selon les pays, les
années et les modes d’estimation. Les pneumonies représentent de 5 a 10 % de
toutes les IRABC[21].

En 1992, une étude du CREDES dénombrait 10 millions de patients atteints
d’IRABC en France, quel que soit le stade de gravité, et 800 000 pneumonies (8
%). Aux Etats-Unis, I’incidence a été évaluée a 18/1 000 habitants pour les
pneumonies, avec une incidence des « rhumes » de 236/1000 et des « grippes »
de 360/1000[15].

% Les IRB générent un gros volume de consultation et de prescriptions

d’antibiotiques

En France, les IRB sont a I’origine de plus de 12 millions de consultations
par an, ce qui représente 4 a 5 % des consultations de médecine genérale. La
grippe représente entre 2 et 4 millions de ces consultations [22].

Une enquéte européenne réalisée auprés de médecins généralistes a montre
que, aussi bien en France qu’au Royaume-Uni, ceux-ci prescrivaient un
antibiotique dans environ 90 % des bronchites aigties et 80 % des infections
respiratoires présumées virales [23]. Ces pourcentages s’abaissaient
respectivement a 69 et 59 % en Allemagne [23]. En France, en 1999, les IRB
généraient 24 millions de prescriptions d’antibiotiques, dont plus de 90 %

émanaient de médecins libéraux[24]
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< Les IRB sont une cause fréquente d’hospitalisation

Les IRB sont responsables de 3 % des admissions non traumatologiques en
France dans les services d’accueil et d’urgence (52). Dans les pays
industrialisés, 1 malade sur 5 ou sur 6 est hospitalisé en cas de pneumonie. Ainsi
I’incidence des pneumonies entrainant une hospitalisation est évaluée a moins de
1 pour 1 000 sujets pour les moins de 55 ans, de 1,35 a 1,6 pour 1000 sujets
entre 55 et 75 ans, et a 11,6 pour 1 000 sujets au-dela de 75 ans. Au total, le
nombre d’hospitalisations pour pneumonie est d’environ 132 000 par an en
France [25].

Les IRB, I’'une des principales causes de mortalité dans le monde

En 2015, les infections respiratoires basses restaient la 4° cause de mortalité
dans le monde, avec un nombre de déces estimé¢ a 3,2 millions d’apres
I’Organisation mondiale de la santé (OMS). Elles étaient également la premiere
cause de déces dans les pays en voie de développement avec 85 déces pour 100
000 habitants/an (source OMS)[24]. Elles sont eégalement la premiére cause de
mortalité par maladie infectieuse dans le monde. On estime a 6 a 13 000 le
nombre de déces par pneumonie en France chaque année [25]. Dans les études
nord-américaines et européennes, la mortalité par pneumonie atteint 10 a 15 %

chez les patients hospitalisés, 36 % en reanimation [26].

23



En dehors des parametres indicateurs de la gravité de la pneumonie et de

son retentissement, les facteurs de risque associés a la mortalité sont[26]:

> la bactérie causale (pneumocoque, entérobactéries, staphylocoque,
Pseudomonas). Pour les seules pneumonies a Streptococcus

pneumoniae, ces taux de mortalité sont de 6,4, 8,3 et 37 ;
» 1’age (OR 1,05 par décennie ; IC95 % 1,01-1,09) ;
» le sexe masculin (OR 1,3; 1C95 % 1,2-1,4) ;

> certaines comorbidités : diabete (OR 1,3 ; IC95 % 1,1-1,5), maladie
néoplasique (OR 2,8 ; 1C95 % 2,4-3,1), maladie neurologique (OR4,6 ;
1C95 % 2,3-8,9).

La grippe reste également une cause importante de mortalité chez les sujets
agés (mortalité de 0,42/100 000, soit 437 en moyenne par an entre 2000 et 2008)
(données GROG). La pandémie due au virus A (HIN1) en 2009 (2009 H1IN1) a
occasionné 349 décés en France, soit un taux similaire, mais touchant une
population plus jeune (59,4 ans vs 81,7 pour la grippe saisonniére)[27]. Aux
USA, le virus 2009 HIN1 a touché 61 millions de personnes, occasionnant 12
500 morts d’avril 2009 a avril 2010[28].

Au total, les pneumonies sont une cause fréquente de mortalité. Les
bronchites aiglies généerent un nombre élevé de consultations et elles sont a
Porigine de la prescription injustifiéce d’un volume trés important
d’antibiotiques, contribuant ainsi a [’augmentation des résistances aux

antibiotiques des bactéries communautaires.
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Vil. EPIDEMIOLOGIE MICROBIOLOGIQUE

L'étiologie microbienne des infections des voies respiratoires inférieures
chez les adultes immunocompétents dépendra des antécédents du patient, des
antécédents épidémiques possibles et d'autres facteurs tels que I'emplacement
géographique, I'environnement proche ou la période de I'année. Par conséquent,
en hiver, I'épidémie de grippe sera plus fréquente[6], et au printemps, l'infection
a Mycoplasma pneumoniae sera plus fréquente [29]. Généralement, pendant les
mois d'automne et d'hiver, la pneumonie communautaire est plus fréquente [30].
Le froid est donc un facteur favorisant évident des IRABC, particulierement
chez sujets atteints de BPCO [16]. Chez les adultes immunocompétents, les
germes les plus fréqguemment retrouves dans les IRABC sont S. pneumoniae,
Hemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis [31]. De nombreux virus ( tel
que M. influenzae, adénovirus, VRS, virus para-influenzae ou coronavirus) sont

également impliqués , particulierement dans les bronchites aigués. [32]

A. Les bronchites aigués communautaires de 1’adulte

immunocompétent

La bronchite aigué de I’adulte sain est le plus souvent d’origine virale.
Dans l'asthme, les agents pathogénes atypiques peuvent jouer un réle important
dans la décompensation aigué d’origine infectieuse nécessitant une

hospitalisation, particulierement M. pneumoniae. [33].
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VIRUS BACTERIE

Influenza virus Mycoplasme pneumoniae
Virus Para influenza (P1V) Chlamydia pneumoniae
virus respiratoire syncytial (VRS)

Métapneumovirus humain (HMPV)

Coronavirus

Adénovirus

Rhinovirus

Tableau 1: Agents pathogénes fréquemment retrouvés

dans les bronchites aigués communautaires [34]
B. Les décompensations infectieuses des BPCO

Les bactéries semblent jouer un rdle majeur dans les EABPCO [35].
L’origine infectieuse de la décompensation est confirmée dans 42 a 62 % des
cas [12], et l'origine bactérienne dans environ la moitié des cas. Les
microorganismes les plus fréguemment rencontrés dans cette situation sont
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus Influenzae, Moraxella catarrhalis et
Legionella pneumophila[36]. Dans les surinfections de BPCO, Haemophilus
influenzae prédomine, suivi de Streptococcus pneumoniae, des entérobacteéries,
de Pseudomonas aeruginosa et de Moraxella catarrhalis et Staphylococcus
aureus [37]. Dans les bronchectasies, I’infection a Haemophilus Influenzae est
plus prononcée, pouvant atteindre 85 %, suivie de Streptococcus pneumoniae et

de Staphylococcus aureus [38]

Les virus sont les principaux facteurs des décompensations de BPCO non
pneumoniques. Ils peuvent étre impliqués dans 50% des cas des EABPCO [39].
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BACTERIES VIRUS

Haemophilus influenzae Rhinovirus
Moraxella catarrhalis Coronavirus
Chlamydia pneumoniae P1V (most often PIV3)
Mycoplasma pneumoniae Influenza virus
Streptococcus pneumoniae RSV
Pseudomonas aeruginosa HMPV

Adénovirus

Tableau 2: Agents pathogenes fréqguemment retrouvés dans les EABPCO [34]

C. Les pneumopathies aigués communautaires de 1P’adulte

immunocompétent

Quel que soit le groupe d'age considéré, le pathogéne le plus courant dans
les PAC dans le monde est toujours Streptococcus pneumoniae [40]. Il
représentera les deux tiers des pneumonies bactériennes. Viennent ensuite,
Haemophilus  influenzae, = Chlamydiae = pneumoniae et  Legionella
pneumophila[41]. Les bactéries « atypiques » peuvent représenter 2 a 30 % des

pneumopathies communautaires[42].
1) Streptococcus pneumoniae

C’est la bactérie la plus fréqguemment retrouvé dans les enquétes
épidémiologiques menées chez les sujets jeunes sans comorbidité (7 a 37 % des
agents pathogenes). Prenant toutes les causes et tous les terrains confondus, S.
pneumoniae peut representer le troisieme pathogéne bactérien des PAC

séveres[38].
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2) Chlamydiae spp

Chlamydiae pneumoniae représente entre 6 a 22 % des causes des PAC

selon la situation géographique [42].
3) Legionella spp

En 2001 en France, I’incidence de la légionellose était de 1,35 pour 100000
habitants. La légionellose communautaire représente environ 80 % des cas
signalés. Le tropisme de Legionella pneumophila pour les canalisations d’eau
chaude explique le risque d’épidémie en particulier en cas de sédiment
important et de stagnation dans les canalisations[43]. en Europe, une étude de
surveillance observationnelle a montré que les adultes voyageant vers la cote
méditerranéenne de I'Espagne ont un risque accru d'infection [44]. Parmi les
facteurs de risque d’infection a Legionella pneumophila on cite : le tabagisme,
’asplénie fonctionnelle ou organique [43]. Contrairement a de nombreux agents
pathogenes, l'incidence de la Legionellose est plus élevée en été et en automne.
En France, les formes séveres représentent moins de 5% des adultes atteints de
PAC sévere[43]. Cependant, ils sont la principale cause de PAC grave a germe
«atypiques»[45].

4) Pneumopathies aigues communautaires d’origine virale

Il existe plus de 200 virus qui peuvent provoquer des processus infectieux
impliquant les voies respiratoires inférieures. Dans une étude observationnelle
de trois mois d'hiver (janvier a mars), une étude sérologique exclusive a revélé

que la cause virale de l'infection des voies respiratoires inferieures était
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retrouvée dans 57,5% des cas [44]. En un an, le virus pourrait représenter 2% a

15% des cas de pneumopathie aigué communautaire[46].
5) Pneumopathies aigues communautaires « mixtes »

D’aprées 1’étude de Macfarlane et al. portant sur les infections respiratoires
basses, une atteinte polymicrobienne représentait 24,85 % des cas. Dans cette
étude Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis représentaient 47,4%  des cas ; Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia pneumoniae 43,3 % et les virus (M. influenzae, VRS, adénovirus,
coronavirus, rhinovirus) 35.3 %. Dans 4 % des cas de pneumonie mixte,
Chlamydia pneumoniae et Mycoplasma pneumoniae peuvent également étre

séparément associés a Streptococcus pneumoniae.[47].
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AGENTS PATHOGENES

Bactéries

Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus
Huaemophilus influenzae
Enterobacteriaceae
Pseudomonas aeruginosa
Legionella spp
Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae

Bactéries anaérobies mixtes (pneumonie d*aspiration)

Mycobactéries

Mycobacterium fuberciilosis et Non fuberculosis

Mycoses

Histoplasma capsulatum
Coccidioides immitis/posadasii

Blastomyces dermatitidis

Virus

Influenza virus A, B
Adenovirus

Parainfluenza viruses 1—4
Virus Respiratoire syncytial
Meétapneumovirus Humain
Coronavirus

Rhiinovirus

Entérovirus

Parasites

Paragonimus westermani

Tableau 3: Agents pathogenes fréquemment retrouvés dans les PAC[34]
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D. Microbiologie des pneumopathies communautaires en fonction

de la gravite et du lieu de prise en charge
1) PAC traitées en ambulatoire

Dans 40 a 50 % des cas, les pneumopathies restent sans agent
identifiable. Streptococcus pneumoniae est le pathogéne le plus fréqguemment
retrouvé [48], il represente entre 5,2 a 25 % et jusqu’a 40 % des agents
infectieux selon les séries publiées[47]. Mycoplasma pneumoniae est
frequemment retrouve, en particulier en association avec S. pneumoniae. [38].
On retrouve également C. pneumoniae dans 1 a 16 % des cas [42], H.
Influenzae dans 10 a 12 % des cas [49], L.pneumophila dans 1 a 14 % des
cas[50]. Cette distribution varie évidemment en fonction du terrain, de la

période de I'année et de la gravité du patient.

L'implication des Entérobactéries dans les PAC n'a pas encore eté
déterminée, mais leur responsabilité dans les exacerbations aigués de broncho-

pneumopathies chroniques obstructives est bien déterminée[51].

La pneumonie virale est moins fréquente chez les adultes que chez les
enfants, et les agents pathogenes les plus courants sont M. influenzae A et B,
para-influenzae, virus respiratoire syncytial (VRS), Rhinovirus, Adeénovirus et

Métapneumovirus[52] .

Les infections respiratoires basses poly microbiennes représentent de 2 a
10 % des cas [53].
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2) PAC prises en charge en hospitalisation

Streptococcus pneumoniae est le principal agent pathogene[54]. Suivi de
M. pneumoniae [55], puis H. influenzae et S. aureus, ainsi que les
entérobactéries. Viennent ensuite L. pneumophila, M. pneumoniae, C.
pneumoniae et les agents viraux[41]. Les entérobactéries sont plus fréquentes
chez les patients présentant des comorbidités, tel que la BPCO, I’ insuffisance
cardiovasculaire chronique , les sujets multi-tarés, et les patients récemment
traités par des antibiotiques ou immunosuppresseurs.[51]. Leur fréquence plus
marqueée chez les patients hospitalisés en soins intensifs que les patients

hospitalisés en secteur clinique[56].
3) PAC prises en charge en unités de soins intensifs

Les agents pathogenes les plus courants sont le S. pneumoniae, H.
influenzae, L. pneumophila et S. aureus[57]. Les bactéries atypiques (C.
pneumoniae, M. pneumoniae) représentent 2 % des causes de pneumopathies
graves hospitalisées en en réanimation [58]. L. pneumophila 8 % des formes

séveres [50].
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E. Facteurs de risque des IRABC chez I’adulte immunocompétent.

Les facteurs de risque les plus courants d'infections des voies respiratoires
inférieures sont l'insuffisance rénale chronique, l'insuffisance hépatocellulaire,
I'insuffisance cardiaque, le diabete, I’asplénie, la malnutrition, l'alcoolisme

chronique, la BPCO et le tabagisme actif [56].
1) Age

I'incidence de la pneumonie est plus élevée aux ages extrémes,. Apres 50
ans, le risque de pneumonie augmente chaque année et cette augmentation est de

20 cas par an pour 1000 personnes de plus de 60 ans[56].
2) Alcoolisme chronique

Il favorise pneumonies a Streptococcus pneumoniae. L'incidence des
infections anaérobies, de la pneumonie multibactérienne, de la pneumonie par

aspiration et de Legionella ou Enterobacteriaceae est egalement plus élevée[59].

L’éthylisme chronique est un facteur de risque des bactériémies, dans la

plupart des cas causées par Streptococcus pneumoniae[60] [61].
3) Facteurs de risque des IRB au pneumocoque:

L’asplénisme (vrai ou fonctionnel)[61], la cirrhose, le  déficit de
I’'immunitaire, diabéte, , les hépatopathies chroniques, la radiothérapie, et la
BPCO constituent des facteurs de risque des pneumopathies a Streptococcus

pneumoniae [30].
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4) Facteurs de risque des IRB a germes « atypiques » :

Les facteurs de risque associes a la pneumonie a Chlamydia pneumoniae

sont I’obésite, le tabagisme actif, I’cenolisme. .. [30].

Legionella pneumophila est plus fréquent chez les tabagiques chroniques,
la bronchite chronique, l'insuffisance rénale ou les patients transplantés.
L’alcoolisme, les maladies du sang, le diabéte, les cancers et 1’infection par le
VIH au stade du sida sont également considerés comme étroitement liés au
risque de légionellose [30] . Mais le principal facteur favorisant est I’exposition

a une eau contaminée[62].
5) Facteurs de risque des IRB a bacilles a Gram négatif :

Sont principalement la notion d’hospitalisation ou d’antibiothérapie dans
les 30 jours précédant la symptomatologie, 1’existence d’une pathologie

pulmonaire sous jacente, ou dans un contexted’ inhalation[63].
6) Facteurs de risque des IRB a germes anaérobies :

Les patients alcooliques et les patients ayant une mauvaise hygiéne bucco-

dentaire sont plus susceptibles de développer IRB a germes anaérobies [30].
7) Facteurs de risque des IRB d’origine virale :

L’étiologie virale des PAC est plus rare chez I’adulte que chez 1’enfant.
Elle concerne dans 75 % des cas les sujets agés et les sujets porteurs d’une
cardiopathie ou pneumopathie chronique [63]. Dans ce contexte, l'infection par
le virus respiratoire syncytial est fréiguemment retrouvée chez les personnes
agées de plus de 65 ans, en particulier ceux atteints de BPCO, d'asthme ou

d'insuffisance cardiaque [52].
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FACTEURS DE RISQUES

AGENTS PATHOGENES

Age (supérieur a 65 ans)

Virus a tropisme respiratoires
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Hemophilus influenzae
Strepfococcus pneumoniae
Chlamydiae pneumoniae

Mycaplasma pneumoniae

Tabac

Strepfococcus pneumoniae
Hemophilus influenzae
Legionella pneumophila

Chlamydiae pneumoniae

BPCO

Strepfococcus pneuwmoniae

(En particulier les formes bactériemiques)
Hemophilus influenzae

Moeraxella catarrhalis

Staphylococcus auveus

Entérobactéries

Psendomonas aeruginosa

Legionella pneumophila

VIrus

Alcoolisme

Strepfococcus pneumoniae

(En particulier les formes bactériémiques)
anaérobies

Staphylococcus aureus

Chiamydiae pneumoniae
Entérobactéries, Kiebsiella pneumoniae
Legionella pneumophila

Mycobacterium tuberculosis
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Hépatopathie chronique
(en particulier responsable
d'un asplénisme fonctionnel)

Streptococcus pnenumoniae
Staphylococcus aureus
Hemophilus influenzae

Entérobactéries

Diabéte

Streptococcus pnenumoniae
Staphylococcus aureus
Hemophilus influenzae

Entérobacteéries

Atteinte neurologique centrale

Streptococcus pnenmoniae
Staphylococcus aureus
Hemophilus influenzae

Entérobactéries

Inhalations

Germes commensaux de la sphére ORL, Anaérobies,
Streptococcus spp.

Entérobacteéries

Staphylococcus aureus

Etat dentaire

Anaérobies

Toxicomanie intfraveineuse

Staphylococcus aureus Anaérobies

Streptococcus pneumoniae Mycobacterium tuberculosis

Insuffisance rénale chronique

Strepfococcus pnenmoniae
Staphylococcus aureus
Hemophilus influenzae

Entérobactéries

Tableau 4: Agent pathogene rencontré en fonction des facteurs favorisants[64]
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VIIl. ASPECTS CLINIQUES

L’infection respiratoire basse est définie par 1’association d’au moins un
signe d’atteinte respiratoire basse et un ou plusieurs signes infectieux généraux

suivants :

> Signes d’atteinte respiratoire basse : toux, expectoration, dyspnée, rales

bronchiques, foyer de condensation,

> Signes généraux du syndrome infectieux : fiévre, frissons, myalgies

arthralgies, malaise ...

Elle peut toucher le parenchyme pulmonaire (pneumonie aigue) ou les

bronches (bronchite aigué ou exacerbation aigue BPCO).

Il est cliniguement difficile mais capital de faire la distinction entre la
pneumonie (rare) et la bronchite (fréquente), étant donné que le pronostic et le

traitement sont trés différents [65].

% Le diagnostic de bronchite aigué est généralement facile. En cas de
toux parfois accompagnée d’infection des voies respiratoires
supérieures, fievre inconstante et souvent modérée, souvent abaissee,
brilure rétro sternale. Dans un contexte de conservation de 1’état

géneral.

% Le diagnostic de ’EABPCO est egalement facile, aucune exploration

L)

supplémentaire n'est requise et une anamneése attentive est necessaire
pour clarifier les signes initiaux de bronchopneumopathie chronique et
d'obstruction bronchique. Les signes d’appel sont souvent une
aggravation de la toux, modification des expectorations, 1’apparition

ou I’aggravation d’une dyspnée
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% Une pneumonie aigué peut étre évoquee devant une fievre supérieure a
37,8 ° C, une tachycardie supérieure a 100 / min, une polypnée
supérieures a 25 / min, des douleurs thoracique, une altération de I’etat
général, la présence de rales crépitants a 1’auscultation. Devant ce
tableau, une radiographie pulmonaire de face doit étre demandée pour

confirmer le diagnostic.

L)

% Mais ces symptdmes peuvent étre trompeurs ou frustes, en particulier

chez les personnes agees, ou avec des comorbidités [65].
A. Bronchites aigués

La bronchite aigué est I'un des diagnostics les plus courants en médecine

générale.
% Clinique

Le principal symptome est la toux et parfois précédée des symptomes
d’infection des voies respiratoires superieures (rhinite, pharyngite, laryngite).
Elle est géneralement seche au début a recrudescence nocturne, quinteuse,
douloureuse. Apres quelques jours, il devient productive, muqueuse ou muco-
purulente (non liées a l'origine bactérienne). Peut étre accompagné de signes
généraux tels que myalgies, troubles digestifs, céphalées... La Fievre est
fréquente, mais rarement importante (fébricule). L'examen physique est normal
ou montre des rales bronchiques. Aucun examen complémentaire n'est

nécessaire [66].
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s Formes cliniques

» forme broncho spastique avec dyspnée et rales sibilants. Elle peut
isolée mais en cas d’épisodes répétitifs, il faut suspecter une

hyperréactivité bronchique et un asthme chronique.

» Formes compliquées. Survenant sur des terrains a risque a

I’origine d’une décompensation de tares sous-jacentes.

» De nombreux cedémes pulmonaires cardiogéniques aigus ou
subaigus sont liés aux signes de bronchite. Il est souvent difficile
de distinguer I’origine bronchique, cardiaque ou mixtes de la
symptomatologie[65].

B. Exacerbations aigue de broncho-pneumopathies chroniques

obstructives
% Clinique
Cliniquement, le diagnostic d'exacerbation aigue de BPCO repose sur
I’association de :

» Bronchite chronique préexistante, connue ou découverte par
I’interrogatoire (la toux et les expectorations durent plus de 3 mois

par an et durent au moins 2 ans);

» Aggravation de la  symptomatologie respiratoire : toux,

expectoration, dyspnée, cyanose ...
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Il peut y avoir des signes géneraux et de la fievre. L’examen clinique révele
souvent la présence des rales bronchiques. Il faut évaluer le volume et I’aspect
des expectorations et rechercher des signes d’insuffisance respiratoire aigué :
polypnée, tirage intercostal , cyanose, signes d’insuffisance cardiaque
droite...[67]

Aucun signe n’est spécifique de 1’origine infectieuse 1’exacerbation. Dans
ce contexte clinique les critéres classiques d'Anthonisen établis chez les patients
atteints de bronchite obstructive chronique [68] sont donc généralement

acceptés:
v Augmentation du volume des expectorations ;
v Augmentation de la purulence des expectorations ;
v Augmentation de la dyspnée.

La fiévre est un signe en faveur de I’infection mais ne permet pas de
distinguer la nature virale ou bactérienne de I’exacerbation. Cependant, une
fievre persistante au dela quatrieme jour d'évolution doit indiquer une infection
bactérienne des voies respiratoires. La présence de signes d’infection

respiratoire haute (rhinorrhée, dysphagie, etc...) indique une infection virale.

Il existe de nombreuses causes non infectieuses d'exacerbation des
symptomes respiratoires qui pose souvent un probleme de diagnostic etiologique
des EABPCO tel que I’insuffisance cardiaque gauche, I’embolie pulmonaire, le

pneumothorax, le bronchospasme, 1’allergie et certains médicaments [69].
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X/

s Forme clinique : Surinfection de dilatations des bronches (DDB)

La bronchectasie ou DDB représente une pathologie bronchique chronique
particuliere. L'infection joue un rble majeur dans sa progression. Une
épidémiologie bactérienne différente peut justifier le choix d'antibiotiques

spécifiques.

Les symptdmes de la bronchite chronique sont dominés par la toux avec
expectoration chronique, ce qui pose un probléeme de diagnostic différentiel
avec la BPCO. Le diagnostic doit étre évoqué devant la présence d’une
bronchorrhée importante (chronique ou lors des épisodes aigus), sinusite,
hémoptysies, rales bronchiques localisés, apparition des symptémes dans
I'enfance et 1’absence de tabagisme... Désormais, le diagnostic peut étre
facilement confirmé par I'imagerie, notamment avec un scanner thoracique. La
flore bactérienne est spéciale, on retrouve principalement deux types de

bacteéries, a savoir Haemophilus influenzae et Pseudomonas aeruginosa[69].
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C. Pneumopathies aigués communautaires

Les PAC sont beaucoup plus rares que les deux pathologies précédentes,
mais ils sont beaucoup plus graves. En effet, ils sont la 6° cause de déces aux

Etats-Unis et la 1°® cause de décés par maladies infectieuses.
1. Clinique[70]

Outre les signes communs des infections des voies respiratoires basses
(toux, dyspnee, fievre, frissons... etc.) les PAC sont associées a des signes
d'atteinte parenchymateuse voire pleurale a type de douleur thoracique,
sensation de gravité par le patient. L’examen clinique peut retrouver des rales

crépitants, des foyers de condensation pulmonaire.
On peut distinguer deux tableaux cliniques différents :
¢ La pneumonie franche lobaire aigué:

Se caractérise par un début brutal avec douleur thoracique latéralisée « en point
de cote », frissons, une forte fievre et un malaise général. La toux est d'abord
séche puis devienne productive. L’examen clinique retrouve un syndrome de
condensation pulmonaire localisé avec des rales crépitants a I’auscultation. La
radiographie thoracique, objective une opacité dense et uniforme dense et
systématisée, avec un bronchogramme aérien. Sur le plan biologique on

retrouve un syndrome inflammatoire biologique.
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% pneumonie atypique :

Ce caractérise par un début plus progressif, parfois précédé par signes
d’atteinte respiratoire haute et des signes généraux. Des signes extra-
respiratoires sont parfois associés (neurologiques : vertige, troubles de
conscience.../ digestifs: douleurs abdominales, diarrhée ... /rénaux :
insuffisance rénale aigue fonctionnelle...). La radiographie thoracique montre
des aspects variables : opacités alvéolaires mal systématisées, interstitielles

localisées ou diffuses, voire alvéolo interstitielles plus ou moins étendues.
2. Formes cliniques[65]
a. Pneumonie pneumococcique

Le pneumocoque est la bactérie principale impliquée dans les PAC. Il
réalise classiquement un tableau de pneumonie franche lobaire aigué, Mais ce
tableau est rarement complet et généralement atypique. L’evolution peut ce faire
vers des formes compliquees : formes extensives, pleurésies purulentes abces

pulmonaire.... La mortalité est proche de 10 %
b. Pneumonies « atypiques »

Elles comprennent les pneumonies causées par trois pathogenes bactériens:
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophila.

Leurs diagnostic nécessite des techniques microbiologiques spécifiques

+ Mycoplasma pneumoniae : c’est le principal germe des PAC de
I’adulte jeune. Le tableau clinique associe un syndrome grippal, une toux
quinteuse, avec des expectorations muqueuses ou mucopurulentes, rarement une
éruption cutanée. Généralement bénigne, 1’évolution peut se faire vers des

formes graves, avec des complications extra-respiratoires a type d’anémie

45



hémolytique, de maladies thromboemboliques, de polyarthrite, de syndromes
neurologiques. Vu son insensibilit¢ aux antibiotiques actifs sur la paroi
bactérienne, son traitement est basé sur les cyclines, les macrolides ou les

fluoroquinolones

+ .Chlamydia pneumoniae | provoque également une pneumonie
progressive, accompagnée de signes ORL. Chez les jeunes, I'évolution de la
maladie est généralement bénigne, tandis que chez les personnes agees, elle est

parfois sévere.

+ Legionella pneumophila : Représente la deuxiéme ou la troisiéme
cause de pneumonie communautaire prise en charge en milieu hospitalier. Il se
propage a travers les réseaux d'eau contaminés et peut étre la source de
pneumonie nosocomial . La lIégionellose peut toucher les hommes d'dge moyen
et est favorisée par la présence de BPCO, d'alcoolisme et d'immunosuppression.
Avec une symptomatologie variable avec parfois des signes extra respiratoires.
Le test d'antigene urinaire (test rapide) est tres utile, mais il doit étre complété

par la recherche de Legionella dans des échantillons respiratoires.
c. Pneumonies virales

Les signes cliniques sont non spécifiques, mais d'apparence atypique.
L’origine virale est évoquée devant la survenue d’une épidémie dont I’ampleur
est encore plus importante si I’immunit¢ de la population est faible ou

inexistante telle qu’il est le cas actuellement avec la pandémie de COVID 19.
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d. Pneumonies a « Haemophilus influenzae »

Chez I’adulte, 1la forme non encapsulée d’Haemophilus influenzae, la plus
courante, et constitue souvent une source de colonisation bronchique en cas de
BPCO. Ces pneumopathies n’ont pas de particularités cliniques. 20 a 30 % des

souches sont résistantes aux bétalactamines.

e.Pneumonies a staphylocoque

Le S. aureus une cause rare de PAC mais c’est une cause importante de
pneumonie en milieux hospitalier, particulierement pour les patients sous
ventilation invasive. Dans les pneumonies communautaires, le S.aureus touche
particulierement les sujets jeunes ou trés ageés. Il peut compliquer une infection
virale ou survenir sur un terrain a risque comme la mucoviscidose, avec souvent
une porte d’entrée cutanée. L’aspect radiologique est rarement caractéristique :
abcédation, empyeme.... L’antibiothérapie  dépend de la résistance a la
méticilline du S. aureus.

f. Autres pneumonies a bacille a Gram négatif

Elles concernent le plus souvent les personnes ageées. lls comprennent les
Enterobacteries (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis ...)
et les Pseudomonas aeruginosa qui sont les plus difficiles a traiter. Elles
peuvent facilement survenir sur un terrain fragile ou sur une bronchopathie
chronique sous jacente. Ills représentent la majorité des pneumonies
nosocomiale.

g. Pneumopathies d’inhalation

Ce diagnostic est évoqué devant la présence de facteur de risque
d’inhalation (épilepsie, trouble de déglutition, paralysie récurrentielle,
alcoolisme...) ou en cas de syndrome d’inhalation. Elles revétent le tableau de
bronchopneumonie associé a un encombrement bronchique important. Le
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diagnostic étiologique repose sur I’examen bactériologique des broncho
aspiration, idéalement obtenue par bronchoscopie. Elles sont généralement
multi-bactériennes, avec une fréquence accrue de bactéries anaérobies et de
bacilles a Gram négatif.
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IX. EXAMENS COMPLEMENTAIRES

A. La radiographie du thorax

La radiographie du thorax reste un élément important de I'évaluation d'un
patient soupconné de pneumonie et constitue géneralement le premier examen a
obtenir. Cependant, dans les bronchites aigues, la radiographie de thorax n’est
indiquée qu’en cas d’évolution défavorable ou de suspicion de pneumonie

associée[71].

Les directives de I'American Thoracic Society (ATS) recommandent une
radiographie thoracique postéro-antérieure (et latérale si possible), pour établir
le diagnostic de pneumonie chez tous les patients suspectés de PAC, et pour
évaluer I'étendue de la maladie (maladie multilobaire) et I'épanchement
pleural.[72]

Les opacités pulmonaires sont généralement évidentes sur la radiographie
dans les 12 heures suivant l'apparition des symptomes[73]. La radiographie
pulmonaire est également utile pour determiner I'étendue de la pneumonie et
pour détecter les complications (c'est-a-dire la cavitation, la formation d'abces,
le pneumothorax et I'épanchement pleural), pour détecter des diagnostics
supplémentaires ou alternatifs et, dans certains cas, pour guider les procédures
de diagnostic invasives[74]. Il est parfois difficile de distinguer la pneumonie
d'affections telles que l'insuffisance cardiaque gauche, I'embolie pulmonaire et la
pneumonie par aspiration[75]. La résolution normale de la pneumonie est
variable et dépend de I'agent causal et de la réponse de I'h6te a I'agent pathogéne

envahissant.
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Les modeles radiographiques de la PAC sont souvent liés a I'agent causal.
L'infection des voies respiratoires inférieures, acquise par les voies aeriennes et
confinée au parenchyme pulmonaire et aux voies aériennes, se présente

géneralement sous I'une des trois formes radiologiques suivantes (Figure5) :
(@) la pneumonie focale non segmentaire ou lobaire,
(b) la bronchopneumonie multifocale ou la pneumonie lobulaire,
(c) la pneumonie "interstitielle" focale ou diffuse[76].
1. Pneumonie lobaire

La condensation des lobes, impliquant un ou plusieurs lobes, est le motif
radiographique le plus courant de la pneumonie a pneumocoques
communautaire. Les causes courantes de condensation des lobes sont les espéces
de Legionella, Streptococcus pneumoniae et Mycoplasma pneumoniae. La
radiographie montre une condensation homogéne et non segmentée impliquant
principalement ou exclusivement un lobe avec un bronchogramme aérien
visible[77]. Certaines pneumonies se présentent sous la forme de zones de
condensation sphériques ou nodulaires. Elles surviennent plus fréquemment
chez les enfants que chez les adultes et sont le plus souvent causees par S.

pneumoniae[78].
2. Bronchopneumonie

La bronchopneumonie, qui est le plus souvent causée par S. aureus, H.
influenzae et des champignons. Se produit lorsque des organismes infectieux
déposés sur I'épithélium des bronches produisent une inflammation bronchique
aigué avec des ulcérations épithéliales et la formation d'un exsudat fibrino-

purulent. En conséquence, la réaction inflammatoire se propage rapidement a
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travers les parois des voies respiratoires et dans les lobules pulmonaires
contigus. Lorsque les zones touchées se regroupent, I'ombre peut devenir plus
uniforme et ressembler a une pneumonie lobaire. Sur le plan radiographique, ces
agregats inflammatoires provoquent une bronchopneumonie typique en taches
ou, parfois, une condensation segmentaire homogéne qui peut également
caviter[79].

3. Pneumonie interstitielle

Dans la pneumonie interstitielle, les dommages initiaux sont dirigés vers la
muqueuse des bronchioles et, plus tard, le tissu péribronchique et les septa
interlobulaires deviennent cedémateux et infiltrés de cellules inflammatoires. Sur
la radiographie du thorax, la pneumonie interstitielle se caractérise par un
épaississement peéri bronchique important et des opacités réticulonodulaires mal
définies ; une atélectasie sous-segmentaire ou en plaque est souvent associée.
Les opacités interstitielles et/ou interstitio-alvéolaire (mixtes) bilatérales diffuses

sont le plus souvent causées par des virus et par

M. pneumoniae [80]. Jusqu'a 30% de toutes les pneumonies dans la
population génerale peuvent étre causees par M. pneumoniae[81].
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Aspect radiographique de face

d’une  pneumonie  franche
lobaire aigué chez un adolescent
avec opacité lobaire

systématisée, limite scissurale
nette et bronchogramme aérien.

Aspect radiographique de face
d’une bronchopneumonie avec
opacités parenchymateuses
multiples et bilatérales. 1l s’y
associe un trouble ventilatoire
lobaire supérieur droit avec
ascension de la petite scissure et
un comblement des angles
costophréniques droit et gauche

Pneumopathie infectieuse virale
(interstitielle) avec  présence
sur la radiographie thoracique
de face d’opacités
parenchymateuses bilatérales a
prédominance péri hilaire et para
cardiaque avec épaississement
péribronchovasculaire

Figure 5 : aspects radiographiques des PAC[82]

B. La tomodensitometrie

La tomodensitométrie, en particulier la tomodensitométrie a haute

résolution (HRCT), s'est avérée plus sensible que la radiographie pour la

détection d'anomalies subtiles et peut donner des résultats suggérant une

pneumonie jusqu'a 5 jours plus tot que les radiographies du thorax[83].

L'HRCT est un complément utile a la radiographie conventionnelle dans

certains cas (Figure 6), tels que la suspicion clinique d'infection et les résultats

radiographiques normaux ou non spécifiques, I'évaluation des complications

suspectes d'une pneumonie, la suspicion d'une lésion sous-jacente telle qu'un

carcinome pulmonaire, et chez les patients souffrant de pneumonie et d'opacités

pulmonaires persistantes ou récurrentes[84].
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Les résultats des maladies de I'espace aérien, y compris les nodules de
I'espace aérien, les opacités du verre dépoli, la condensation, les
bronchogrammes aériens et la distribution centrolobulaire ou périlobulaire sont

mieux visibles sur un scanner que sur une radiographie pulmonaire (Figure 7).

Les nodules de I'espace aérien mesurent 6 a 10 mm de diamétre et refletent
généralement la présence d'une condensation péribronchiolaire, et sont donc de
distribution centrolobulaire. Dans certaines circonstances, les nodules peuvent
étre associés a un "halo" d'atténuation au sol, qui reflete genéralement la

présence d'une hémorragie autour du nodule.

Les opacités du verre depoli sont définies comme une augmentation
localisée de l'atténuation pulmonaire qui permet de visualiser les structures

vasculaires qui traversent la région affectée.

Elles peuvent étre attribuables a une infection causeée par Pneumocystis

jirovecii, le CMV et les mycoplasmes....[85]

Un schéma " d’arbre en bourgeon " reflete la présence de bronchioles
remplies de mucus ou de matiére inflammatoire, ce qui entraine des structures

tubulaires, ramifiées ou nodulaires centrilobulaire.

Une variété de pathogénes bactériens, mycobactériens, fongiques et viraux
peuvent provoquer une dissémination bronchogene et une impaction
bronchiolaire par le mucus ou le pus, ce qui donne un schéma " d’arbre en

bourgeon "[86]

La condensation focale, définie comme une augmentation localisée de
l'atténuation pulmonaire qui ne permet pas de visualiser les structures

vasculaires traversant la région affectée, peut étre observée en association avec
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des infections bactériennes, fongiques et virales[74]. La condensation focale
causée par des champignons est le plus souvent observée chez les patients
neutropéniques atteints d'hémopathies malignes. La maladie parenchymateuse
dans l'infection mycobactérienne peut également apparaitre sous la forme de
zones nodulaires de condensation inégales, avec ou sans cavitation. D'autres
résultats radiographiques moins courants sont la lymphadénopathie hilaire et

médiastinale, I'épanchement pleural, la cavitation et l'invasion de la paroi

thoracique[79].
Radiographie thoracique
w w
Normale Anormale
Stop Traitement medical
Stop Echec du traitement
Radiographie TDM
de contrdle l
Si non spécifique
LBA

Figure 6 : Algorithme d’exploration d’un patient immunocompétent

suspect de pneumopathie infectieuse. [84]
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Streptococcus pneumonia

g

Aspergillose Angio invasive

Moraxella catarrhalis Chlamydia pneumoniae
(EABPCO,).

pneumonie COVID-19

Figure 7 : Aspects TDM des IRABC en fonction de I’agent causal [79]
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C. Examens Biologiques
Dans les IRABC, I’'intérét des examens biologiques est:

» Aider le clinicien a déterminer 1’origine bactérienne ou virale d’une
infection respiratoire aigu€¢ et d’éviter ainsi I’administration inutile
d’antibiotiques ou tout du moins de réduire la durée de leur

administration

» Evaluer la sévérité de I’affection et mesurer le retentissement général
de I’affection permettant ainsi de déterminer le lieu de prise en

charge (ambulatoire, hospitalier, réanimation)

A ce jour, il n'y a eu aucune étude démontrant clairement les examens
biologiques qui sont essentiels prise en charge des pneumopathies aigués
communautaires. Les auteurs recommandent généralement ces examens aux
patients qui consultent I'hopital ou qui présentent des comorbidités ou des
manifestations extra respiratoires. Ces patients peuvent nécessiter une
hospitalisation pour PAC[20].

Les examens biologiques recommandés pour 1’évaluation du retentissement
de la pneumopathie sont: la gazométrie, I’hémogramme, le bilan rénal et
hépatique, la glycémie... Parmi les signes de gravité biologique on cite :
I’hyponatrémie, 1’augmentation de 1’urée, I’hypoxémie, 1’hyperglycémie,
I’augmentation de LDH I’anémie, I’hyperleucocytose et la lymphocytose[64],
[87].

L’analyse radiologique et le bilan biologique standard permettent d’étayer
le diagnostic de PAC mais sont insuffisants pour en déterminer 1’étiologie

bactérienne ou virale. Dans ce contexte se sont développes différents
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biomarqueurs ayant pour vocation d’aider le clinicien a déterminer 1’origine
bactérienne ou virale d’une infection respiratoire aigué et, ce faisant, d’éviter
I’administration indue d’antibiotiques ou tout du moins de réduire la durée de

leur administration[72].

Les principaux biomarqueurs étudiés au cours des IRB sont la protéine C-
reactive (CRP) et la procalcitonine (PCT) [88].

e La sécrétion de la CRP débute entre la 6° et la 12° heure, mais son pic
n’est pas atteint avant la 48° heure. Sa demi-vie étant longue, elle reste positive
de manicre prolongée méme lorsque 1’infection est controlée. L augmentation de
la PCT au cours d’une infection est précoce (2 a 6 heures) et son pic est atteint

entrel2 et 24 heures. Sa demi-vie est courte (Figure8).
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Figure 8 : Cinétique des marqueurs de I’inflammation

aprés administration d’endotoxine a des volontaires sains[89].
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e La PCT est un biomarqueur plus pertinent et plus précis que la CRP pour
déterminer 1’origine bactérienne (PCT élevée) plutdt que virale (PCT basse)
d’une pneumonie. Une PCT < 0,05 ng/mL <¢&liminerait une pneumonie
bactérienne dans 90 % des cas alors qu’une PCT élevée (> 2 ng/mL) prédirait

I’origine bactérienne de la PAC dans 90 % a 95 % des cas.

e La PCT et la CRP permettent de réduire la durée de 1’antibiothérapie au
cours des infections des voies aériennes, sans effet délétére sur le pronostic des
patients. Elles permettent également de réduire les prescriptions d’antibiotiques
au cours des exacerbations de BPCO non séveres, en dehors de la réanimation et
semblent de valeur équivalente pour distinguer les pneumonies des
exacerbations simples d’asthme ou de BPCO, pour lesquelles aucune

antibiothérapie n’est recommandée[88].
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X. DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIQUE

A premiére vue, les bénéfices du diagnostic microbiologique semblent
évidents, car ce diagnostic permet une meilleure compréhension de la flore
locorégionale, permet un traitement antibiotique approprié et réduit la possibilité
d'utilisation d'antibiotiques (limitant ainsi les résistances). Ce diagnostic aide
également a réduire la sélection des souches résistantes et réduit le risque
d'effets secondaires liés aux antibiotiques. Si aucun prélevement n'est
recommandé pour les patients traités en ambulatoire, les prélevements
respiratoires non invasifs sont plus appropriés pour la pneumonie aigué
hospitalisée, tandis que les prélevements invasifs sont recommandés dans les
pneumonies aigués communautaires en unité de soins intensifs et chez les

immunodéprimeés[90].
X-1 Méthodes conventionnelles
A.Les prélevements pour culture classique
1. Les prélevements broncho-pulmonaires

En bactériologie, le principal defaut des echantillons des voies respiratoires
inférieures est la contamination par la flore oropharyngée. Par conséquent, une
attention particuliere doit étre accordée aux conditions de prélevement afin de
minimiser la contamination salivaire, et une culture quantitative doit étre
réalisée. Certaines bactéries nécessitent une culture a long terme sur des milieux
spécifiques (L. pneumophila, Nocardia sp., Mycobacterium tuberculosis) ou le
recours a des technigue de biologie moléculaire moléculaire (C. pneumoniae, M.
pneumoniae) de ce fait la recherche de ces germes n’est pas systématique et se

fait uniqguement a la demande spécifique des cliniciens. Les échantillons des
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voies respiratoires sont collectés dans des conteneurs stériles et transportés
rapidement au laboratoire (en moins de 2 heures) pour éviter la multiplication de
la flore saprophyte et la réduction de la viabilité du pneumocoque. Idéalement,

cette collecte se fait avant tout traitement antibiotique[91].
a. Les prélevements non protégées
I. Examen cytobacteériologique des crachats (ECBC)

L’ECBC a l'avantage de ne pas étre invasive, mais elle reste une source de
non-contribution et d'erreur, vu le risque de contamination salivaire observe
dans plus de 50% des cas. Afin d'éviter une telle situation, il faut le réaliser le
matin au réveil, apres un lavage bucco-dentaire avec de I'eau distillée stérile et

en toussant[92]

Avant I'ensemencement, un examen microscopique doit étre réalisé apres
coloration de MGG (May Grumwald Giemsa), pour detérminer le nombre de
cellules épithéliales et de globules blancs par champ microscopique au faible
grossissement. Selon les normes de Bartlett, Murray et Washington (tableau
5), un échantillon est accepté si il contient moins de 10 cellules épithéliales et
plus de 25 polynucléaires par champ[92]. Il convient de noter que ces critéres ne
doivent pas étre appliqués lors du diagnostic d'une infection a Legionella. Et

aux mycobactéries.
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Classe selon  Cellules Leucocytes/ Qualification
Bartlett- épithéliales/ champ

Murray et champ

Washington

1 =25 =10 Refusé

2 =25 10-25 Refusé

3 »>25 >25 Refusé

q 10-25 >25 Accepté

5 =10 10-25 Accepté

Moyenne sur 10 champs (oculaire 10/objectif 10).
Tableau 5: Critéres de sélection des expectorations pour la poursuite
de I'étude bactériologique selon Bartlett, Murray et Washington[93].
La 2° étape consiste a effectuer un examen direct apres coloration de gram

qui vise a différencier les flores mixtes des flores monomorphes, et a
rechercher la présence de bactéries a I’intérieur des polynucléaires qui

représente un signe pathognomonique de I’infection.

fluidifié et dillué
ensemencement quantitatif et les milieux de culture seront incubés pendant 48
heures. Le seuil de significativité est de 10'UFC/mL[92].

Ensuite, aprés avoir I’échantillon, on réalise

Cependant, l'interprétation de la ECBC est encore subtile. En effet,
certaines bactéries sont normalement présentes dans la salive et ne doivent pas
étre prises en compte: streptocoques commensaux (viridans), staphylocoques a
coagulase négative, Neisseria commensales, Haemophilus non influenzae.
D’autres comme S. pneumoniae, H. influenzae et S. aureus peuvent étre a
I'origine d'infections pleuro pulmonaires, mais elles peuvent également étre
présentes dans l'oropharynx. En revanche, comme ces bactéries ne sont pas
portées, la détection d'agents pathogenes obligatoires tels que Streptococcus
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pneumoniae ou Mycobacterium tuberculosis permettra de poser le diagnostic.
Par conséquent, I'interprétation du résultat final prendra en compte le nombre de
cellules épithéliales et de cellules polynucléaires, la coloration de Gram, la
culture avec les seuils de significativite. Des différences considérables ont été
trouvées dans la littérature sur les performances d'e I’examen directe et la
culture de la ECBC[94]. Ces variations sont dues au manque de critére
diagnostique, la variabilité des critéres d’acceptabilité de 1’échantillon et aux, la
reproductibilité de I’examen direct et de la culture [95]. D’autre part, la
performance de ’ECBC semble étre fortement dépendante de la gravité de la

pneumonie et du traitement antibiotique pris avant le prélevement[75].
ii. Aspiration endotrachéale

L’aspiration endotrachéale est une méthode alternative souvent réalisée en
chez des patients sous ventilation invasive en réanimation,. Cependant, comme
pour I’ECBC, le risque de contamination par la flore salivaire est encore élevé,
en plus, on retrouve souvent une contamination par la flore commensale qui
colonise les sondes d’intubation. De ce fait, une évaluation de la qualité du
prélévement doit étre réalisée avant I’ensemencement. Le seuil de significativite

est de10°UFC/mL[96].
iii. Lavage broncho alvéolaire

Le lavage bronchoalvéolaire (LBA) est un prélevement invasif effectué
sous un endoscope. Il consiste a injecter puis aspirer (4 a6 fois) un volume de
50 ml de sérum physiologique a travers un fibroscope placé dans une bronche
sous segmentaire (troisieme ou quatrieme génération). Il a I'avantage d'explorer
une vaste zone de poumons, des bronchioles distales et jusqu'a 100 millions

d'alvéoles
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L’échantillon est ensemencé par culture quantitative avec seuil de
significativité est de 10*'UFC/mL. Un examen direct est réalisé aprés coloration

de gram sur le culot obtenu par centrifugation.

La sensibilité du LBA varie de 42 a 93 %, avec une moyenne de 73 % et la
spécificité de 45 a 100 % avec une moyenne de 82 %, Cette différence depend
des caractéristiques de la population, la prise d’une antibiothérapie préalable et
les tests de réference utilisés. Une alternative du LBA est le « mini-lavage »
(mini-LBA) , dans lequel seulement 20 ml de serum est injecté a I’aveugle.
Cette procédure est intéressante pour les patients instables, avec une sensibilité
de 63 a 100 % et une specificité de 66 a 96 % [97].

b. Les prélevements broncho-pulmonaires protégés
i.Brossage télescopique protégé

C’est un prélevement invasif réalisé sous fibroscopiec a I’aide d’un
dispositif spécifique composé d’une brosse protégée par un double cathéter,
appelé dispositif de Wimberley (Figure 9)[98]. Le dispositif est introduit via le
fibroscope dans une bronche de 4° ordre, au niveau de la zone pulmonaire
suspecte. Pour réaliser un prélevement de 1 a 10 mL. Le cathéter interne du
dispositif est ensuite stérilisé par 1’alcool, et le bout distal de la brosse interne
est sectionné avec des ciseaux stériles et recueillie dans 1 ml de serum que I’on

agite sur place au lit du malade pendant 2 minutes.
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Figure 9: Dispositif de Wimberley [99]

On réalise ensuite, une culture gquantitative, avec un examen direct apres
coloration de gram. Le seuil de significativité est de 10° UFC/mL, il peut étre
abaissé & 5.10° UFC/mL chez les patients sous antibiotiques. Sa sensibilité est de
67 % et sa spécificité de 95 %[97].

ii.Prélevement bronchique distal protége

Il s’agit d’'une variante de la technique précédente, qui repose sur
I’introduction d’un double catheter protégé a I’aveugle, sans fibroscopie, avec
injection puis respiration a la seringue d’un volume de 10 ml de sérum. Le bout
du cathéter est également sectionnee et mis dans un tube stérile[91].. Le seuil de
significativité est de 10°UFC/mL. Il est & réserver aux patients sous ventilation
invasive. C’est un examen facile a réalisé, peu couteux, et moins générateur de
complication que la technique précédente. Avec des performances quasi-
équivalentes au brossage télescopique[100].

Pour ces différents échantillons broncho-pulmonaires, les résultats de la

coloration de Gram sont obtenus dans un court laps de temps (généeralement
moins d'une heure apres l'arrivée au laboratoire). La valeur prédictive positive

peut étre tres bonne méme pour les prélevements non protégés, mais sa
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sensibilité ne dépasse guére 50%, en particulier pour le pneumocoque [101].A
I'exception de Legionella Spp, Nocardia Spp, Actinomycétes et Mycobacterium,
qui nécessitent un temps d'incubation prolongé, les résultats de culture des

principales especes bactériennes peuvent étre obtenus en 24 a 48 heures [91].

Les Indications, les principales modalités de prélevements, les
caractéristiques techniques (seuil de détection, recherches spécifiques) et les
différentes étapes de traitement des échantillons au laboratoire sont résumées

respectivement dans le tableau 6 et la figure 10.
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Prélevements*  Expectorations Fibroaspiration LBA Mini-LBA KTDP BDP
Terrain, Pneumopathie  Atélectasie Soins intensifs,  Soins intensifs ~ Pneumopathie  Pneumopathie Malade
indications communautaire, ID chronigue chronique
BPCO nosocomiale nosocomiale
Intubé-ventilé - + + - - +
Nécessité d'un - + + + - +
fibroscope
Sérum - + 3% 50ml 3x20ml 1ml -
physiologique
injecté
Type récipient Pilulier, tube &  Pilulier, tube & Pilulier, tube &  Pilulier, tube d  Pilulier, tube d  Tube contenant
fond conique  fond conique fond conique fond conique fond conique 1 ml de sérum
physiologique
Transport <2h z2h Immédiat Immédiat Immédiat Immédiat
Conservation Température Température - - - -
ambiante ambiante
Volume des 1-10 ml 1-10 ml 150 ml 2-10 ml 500 pl 10l
sécrétions
Contamination + + + - - -
oropharynx
Etude Critéres de Critéres de + - - +
cytologique Bartlett (voir Bartlett (voir
tableau 17.3) tableau 17.3)
Seuil de positivité =107 UFC/ml =10 UFC/ml =10%* UFCiml = 10° UFC/ml = 107 UFC/ml = 10° UFC/ml
Recherches Mycobactéries, Mycobactéries, Parasites, Parasites, Parasites, Parasites,
spécifiques légionelles, |&gionelles, champignons,  champignons,  champignons, |égionelles
Nocardia, Nocardia, levures, levures, levures,
mycoplasme, mycoplasme, mycoplasme, mycoplasme, mycoplasme,
Chlamydophila  Chlamydophila  Chlamydophila, Chlamydophila, Chlamydophila,
légionelles légionelles légionelles

* Sauf AET : aspiration endotrachéale.
** Sauf Nocardia, mycobactérie, légionelle, Actinomyces.

BDP : brossage distal protégé; BPCO : bronchopneumopathie chronigue obstructive; KTDP : cathéter distal protégé; LBA : liquide de lavage bronchoalvéolaire.
Tableau 6: Indications, principales modalités de prélevements et caractéristiques techniques
(seuil de détection, recherches spécifiques) des différentes méthodes d'explorations dans les

infections bronchopulmonaires.[93]
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Figure 10: Représentation synoptique des étapes de I'étude bactériologique des différents

prélévements des sécrétions bronchiques.[93]
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2. Hémocultures

Dans les PAC, les hémocultures ont une bonne spécificité mais une faible
sensibilité. Cette sensibilité varie selon les études en fonction de la gravité de la
pneumopathie, et de 1’agent pathogéne en cause (par exemple, positivité plus
élevée pour le S. pneumoniae que pour H. influenzae ou P. aeruginosa)[75].
Selon Metersky et al. la survenue d’une bactériémie chez les patients
hospitalisés pour PAC est estimée a 7 % [102]. Une autre étude portant sur 386
PAC hospitalises a montré que seulement 4,4% des cas avaient des
hémocultures positives, elle a donc conclu que les hémocultures ne devraient
étre utilisé que pour les formes séveres.[103]. Il faut rappeler que la sensibilité
des hémocultures dépend également du volume du sang inoculé (le volume
optimal chez 1’adulte est de 40 a 60 mI)[104].

3. Liquide pleural

Les epanchements pleuraux sont associés a une pneumonie dans 20 a 40%
des cas. Malgré sa faible sensibilite, le liquide pleural présente une grande
specificité en raison de 1’absence de flore commensale. Il est particulierement
adapté pour la recherche d’agent pathogéne par les techniques par biologie
moléculaire[105].

B. Les tests de diagnostic rapide urinaires

Un traitement antibiotique trop tardif et inadapté peut aggraver le pronostic
de la pneumonie[106], il apparait donc necessaire d’avoir un diagnostic
étiologique dans le plus bref délai. Dans cette optique, les tests de diagnostic
rapide (TDR) sont important a considerer. Leur principe repose sur la mise en

évidence dans les urines, d’antigénes bactériens solubles par une technique
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d’immuno chromatographie sur membrane. Ils sont simples a realiser sur des

prélevements faciles a obtenir, avec des résultats tres rapides (15 a 30 minutes).

Cependant, ce sont des teste qualitatifs qui ne ciblent que deux pathogénes
alors que de nombreuses PAC sont poly microbiennes, leur négativité ne permet

pas d’exclure 1’étiologie et enfin, ces tests sont relativement chers [107].

L’antigénurie du Legionella apparait des les premiers jours et peut rester
positive pendant 3 a 8 semaines [108]. Les tests actuels sur le marché sont tres
specifiques et permettent de confirmer le diagnostic, mais leurs sensibilité varie

en fonction de la séverité de la pneumopathie (entre 70 et 90 %) [109].

Concernant le pneumocoque, la sensibilité des tests de détection rapide des
antigenes urinaires dépend de la sévérité de [D’infection, et la notion
d’antibiothérapie préalable. Elle est de 1’ordre de 75%, tendit que la spécificité
varie de 94 a 97,2 %[110]. A noter que des faux positifs ont été rapportés dans

de nombreuses observations [111].
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C.Sérologies bactériennes

Pendant longtemps, la sérologie était la méthode de diagnostic
microbiologique la plus simple pour détecter des bactéries tel que L.
pneumophila, Chlamydia spp. et M. pneumoniae. Cependant la sérologie
bactérienne a un faible taux de diagnostic, il est toujours nécessaire d'obtenir des
paires sérologiques, de ce fait, sa contribution au diagnostic est souvent tardive
voir rétrospective. De nos jours, en raison de I'émergence de la technologie de
la biologie moléculaire, I'emplacement de ces tests est tres limité, principalement

limité aux études épidémiologiques [91].

+ La serologie Légionella revét actuellement un intérét épidémiologique.
Elle n’a d’intérét dans les pneumopathies que si les TDR sont négatifs,
avec impossibilité ou négativité de la PCR et une forte présomption
clinique [112].

#+ Afin d obtenir une meilleure sensibilité, le diagnostic sérologique de
I'infection a Mycoplasma pneumoniae nécessite deux sérums, I'un dans
la phase aigué de l'infection (les IgM apparaissent dans la premiére
semaine, avec un pic dans la troisieme semaine), Puis un deuxieme
prélévement entre de la 2°™ & la 4°™ semaine (le pic d'IgG est
généralement observé dans la 5éme semaine). Les tests IgM chez les
enfants sont tres utiles, en revanche, la production d'IgM chez les
adultes est irréguliere[113]. Aussi, la multiplication par 4 du titre des
IgG entre deux prélévements est considérée comme argument en

faveur d’une infection aigué[114].

+ La valeur diagnostique sérologique des infections des voies

respiratoires a Chlamydia pneumoniae est limitée par une cinétique
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lente des anticorps (intervalle de 2 mois entre les deux sérums), la
persistance des 1gG en plateau pendant une longue durée et un manque
de spécificité[115]. Par conséquent, le diagnostic sérologique des

infections & Chlamydia pneumoniae est abandonné au profil de la PCR.
D.Recherche d’un agent pathogéne viral

Le diagnostic virologique fait appel a deux groupes de techniques

réalisant :
« soit la mise en évidence du virus ou de ses constituants,
. soit celle de la réponse immunitaire spécifique.
1. La culture cellulaire

La culture de cellules virales est la technique de diagnostic la plus
classique. Malgré sa complexité, la culture cellulaire a longtemps été la méthode
de diagnostic de réference pour les infections respiratoires virales, et la
performance des autres outils de diagnostic est évaluée par comparaison avec
cette technologie. Elle repose sur [linoculation d'échantillons des voies
respiratoires sur la couche cellulaire et I'observation de l'apparition d'effets
cytopathogeénes liés a la multiplication du virus. Cet effet peut survenir quelques
jours voire quelques semaines apres I’inoculation et retarder davantage le
diagnostic. Chaque virus a son propre tropisme cellulaire, il n'y a pas de systeme
de culture universel, le laboratoire doit maintenir plusieurs lignées pour obtenir
un grand nombre de reproduction virale. Par exemple, le virus de la grippe se
reproduit sur des cellules MDCK (rein de chien), le virus respiratoire syncytial
et les adénovirus se reproduisent sur des fibroblastes embryonnaires

pulmonaires d'origine humaine, et les virus parainfluenza se reproduisent sur
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des cellules de la lignée Hep-2. De plus, afin d'obtenir une bonne sensibilité en
culture cellulaire, les échantillons respiratoires doivent étre rapidement
transportés au laboratoire ou placés dans un milieu de transport pour éviter que

le virus ne soit inactivé[116].
2. Détection directe des antigenes viraux

Ces techniques reposent sur la mise en évidence de particules virales
(antigénes) directement dans un prelevement des voies respiratoire. Le principal
avantage de ces techniques par rapport a la culture cellulaire est qu'elles peuvent

étre effectuées sur des échantillons ou le virus est inactivé.

On distingue deux techniques différentes :

*+ limmunofluorescence directe : repose sur la détection d’antigénes

viraux dans un prélevement par I’intermédiaire d’anticorps monoclonaux
spécifiques marqués par la fluorescéine. La sensibilité cette technique est
legerement inférieure a celle de la culture cellulaire a condition qu’elle soit
réalisée par un praticien experimenté [117].

+ L’immunochromatographie sur membrane son principe repose sur

la détection d’antigénes viraux dans un prélevement par I’intermédiaire
d’anticorps spécifiques adsorbés sur la membrane (Figure. 11). Cette technique
constitue la base de tests de diagnostic rapide avec un résultat obtenu en 10 a 30
minutes. Contrairement a la précédente, cette technique n’exige pas des
expérimentateurs spécialisés dans le laboratoire de biologie médicale[118].
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Figure 11. Exemple d’un test rapide d’immun chromatographie[116]
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Le tableau 7 résume les avantages et les inconvénients de chaque méthode de

détection virale.

METHODE

DELAIDE

élevée. Speécificite élevée.

Surveillance et
confirmation de résultats
négatifs

Deétection de virus
vivants.

, AVANTAGES INCONVENIENTS
DIAGNOSTIQUE REPONSE
TDR 15-30 min Spécificité élevée, Sensibilité faible-modérée :
o rapidité d’exécution. 70-90 % chez les enfants et
(detection < 40-60 % chez les adultes.
d’antigénes)
Seuls les virus influenza A/B
et les VRS sont détectés
Moins efficace chez les
adultes que chez les enfants.
IF (directe et <4h Sensibilite modéree a Sensibilité plus faible que la
indirecte) elevée. specificité €levée  PCR et la culture virale.
Simple et rapide Spécificité plus faible que la
d’exécution, détecte les culture virale, la qualité des
virus en réplication active.  résultats dépend de la qualité
du spécimen et de "expertise
locale.
Culture virale 3-10] Sensibilite modéree a Pas trés utile pour une gestion

thérapeutique

Délai de réponse long et
sensibilité plus faible que la
PCR

Tableau 7: Avantages et inconvénients des méthodes de détection virale[119]
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X-2 METHODES MOLECULAIRES
A. Geéneralités
Le diagnostic moléculaire fait référence a des méthodes de détection et
d’analyse du génome d’un organisme. Les premieres methodes d'analyse de
I'ADN (comme le Southern blot) existaient dans les années 1970, mais le
développement de la PCR, vers la fin des années quat vingt, a démocratisé leur
application. Peu de temps apres, la possibilit¢ d’amplifier ’ADN et ’ARN fut

utilisée pour la détection des agents pathogenes. 30 ans plus tard, la PCR est

devenue un pilier des laboratoires de microbiologies[120].

L’analyse d’échantillons par la biologie moléculaire passe par trois étapes
(figure 12) :
1. Extraction de 'ADN et/ ou I'ARN de I'échantillon d'origine;
2. Amplification par PCR de la séquence ADN / ARN cible du
pathogene ;
3. Détection des produits de 1’amplification.
Au fil des années, les méthodes couvrant ces trois étapes se sont
améliorées. L'une des principales innovations est le développement de la PCR
en temps réel, qui permet de combiner les étapes 2 et 3, réduisant ainsi

considérablement le temps d'analyse. Par conséquent, les résultats sont

actuellement disponibles dans les 24 heures, au lieu de quelques jours[120].
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Figure 12: Principales étapes d’analyse d’un échantillon en biologie moléculaire[121].

Les techniques de biologie moléculaire évoluent rapidement. Leurs principes et
indications varient selon les applications. Bien que ces nombreuses techniques

soient differentes, elles présentent toutes des avantages et des inconvénients

communs.
1. Avantages de la biologie moléculaire

En plus leur grande rapidité par rapport a la culture, les méthodes basées
sur la PCR ont également une spécificité et une sensibilité tres élevées par

rapport aux méthodes traditionnelles
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Hormis leur grande rapidité par rapport a la culture, les méthodes basées
sur la PCR sont tres spécifiques et sensibles, souvent plus que les méthodes
traditionnelles. En outre, tant que des séquences génétiques de référence sont
disponibles, le développement de tests moléculaires pour des pathogenes
spécifiques est relativement facile. Ce qui permet d’élaborer des tests
moléculaires en quelques semaines et de réagir rapidement a I'émergence de
nouveaux agents pathogenes, Comme la pandémie de grippe A / HIN1 en 2009,
la grippe A / H7N9[122] ou plus recemment avec la pandémie actuelle de
coronavirus SARS Cov 19 [123].

2. Inconvénients de la biologie moléculaire

La haute spécificité des méthodes moléculaires est également leur
faiblesse. Par conséquent, les nouvelles variantes de virus ou de bactéries
peuvent ne pas étre, ou au moins pas bien, détectées. Le laboratoire est chargé
de vérifier régulierement les caractéristiques de ses tests, de les comparer aux
données génétiques disponibles et de les adapter aux nouvelles variantes. Enfin,
la biologie moléculaire nécessite un ensemble d’appareils et de kits coliteux, un

personnel spécialisé et entrainé, et des locaux spéecifiques[120].

B. Amplification par réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La PCR (polymerase chain reaction) est fondée sur une réaction
enzymatique in vitro permettant d’amplifier plusieurs millions de fois des
séquences d’ADN génomique ou d’ADN complémentaire (ADNc, généré par
transcription inverse a partir d’'une molécule d’ARN). Elle nécessite de

connaitre les séquences des extrémités de la région a amplifier, et de les utiliser
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pour élaborer des amorces nucléotidiques. Aprés fixation des amorces sur leurs
séquences cibles par complémentarité, la région d’ADN cible est copiée par
incorporation de désoxyribonucléotides libres grace a une enzyme ADN
polymérase thermostable (Figure 13). Des variations cycliques de températures
vont permettre successivement la dénaturation de I’ADN, I’hybridation des
amorces et leur extension par I’ADN polymérase. La succession des cycles
permet une augmentation quasi exponentielle de la quantité d’ADN. La réaction,
réalisée de fagon automatique grace a un thermocycleur, permet de générer en
moins d’une heure des millions de copies de la séquence cible a partir de trés
faibles concentrations initiales d’ADN (de I’ordre de 10—15 mol/I)[124].
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Figure 13: Principe de la PCR[125]

Dénaturation : une premiére étape de chauffage a 95 °C permet de séparer les

deux brins 4'4DN, d’homogénéiser le milieu réactionnel et d’inhiber d’autres enzymes

potentiellement présentes dans la solution. La Taq ADN polymérase est en revanche stable a cette

température.

1)  Hpybridation des amorces (56—64 °C) : les amorces s apparient spécifiquement avec leur
brin complémentaire d’ADN dénaturé.

2)  Elongation (72 °C) : I’ADN polymérase synthétise le brin complémentaire de chaque brin
d’ADN matrice a partir des désoxyribonucléotides (ANTP) libres présents dans le milieu
réactionnel.

3)  Lors du cycle suivant, la nouvelle étape de dénaturation sépare les brins d’ADN matrices
des brins néosynthétisés qui deviennent a leur tour matrice de la réaction suivante.

4)  La répétition du cycle de variation de température environ 25 a 35 fois permet d’amplifier la
quantité totale d’ADN correspondant a la séquence cible de facon quasi exponentielle
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2. Les différents types de PCR

La PCR a été déclinée de différentes manieres. Nous donnerons quelques

exemples sans étre exhaustifs [126]-[128]:
a. La PCR classique:

Il s’agit de la PCR telle qu’elle a été initialement décrite. Aprés
amplification, la cible est détectée sur un gel d’agarose apres addition d’un agent

intercalant (cf. BET, bromure d’éthidium) et exposition aux UV.
b. La RT-PCR (reverse-transcription PCR) :

Aprés extraction d’un ARN, celui-ci est transformé en ADN
complémentaire (ADNc) par transcription inverse. Dans un second temps,
I’ADNCc est amplifié par PCR (Figure 14) ;
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Figure 14: La transcriptase inverse [129]

Transcription inverse(ADN polymérase ARN-dépendante)_synthétise un brin d’ADN
complémentaire (ADNc) a partir du brin d’ARN. Elle utilise une amorce — oligo-d(T), qui se
fixent a la queue poly-adénylée des molécules d’ARN messager (ARNm), ou hexameéres de
séquences qui s’apparient au brin d’ARN de fagon aléatoire — et des nucléotides libres
(dNTP). Le brin d’ARN est éliminé lors du premier cycle de PCR et les amorces se fixent sur
le brin matrice d’ADNCc.
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c. La nested-PCR :

Il s’agit d’'une PCR avec deux couples d’amorces, un couple d’amorces
(couple externe) effectuant une premic¢re PCR suivie d’une seconde PCR a
I’aide d’un second couple d’amorces (couple interne) s’hybridant a I’intérieur du
premier couple. Deux PCR successives sont donc réalisées. Cette PCR « nichée
» (nested) permet d’augmenter la sensibilit¢ du systéme mais augmente
également considérablement le risque de contamination. Cette technique est
utilisée par le GeneXpert pour diagnostiquer la tuberculose et détecter la

mutation la plus fréqguemment associée a la résistantes a la rifampicine [130].
d. La PCR multiplex :

Plusieurs couples d’amorces sont ajoutés dans un méme tube et la PCR
s’effectue en méme temps pour chaque couple d’amorces. La PCR multiplex
permet donc la mise en évidence de plusieurs cibles dans un seul tube. Elle peut
étre réalisée de maniére conventionnelle (PCR classique), par PCR-Elisa ou par

PCR en temps réel;
e. La PCR-Elisa :

Le produit amplifié est marqué au cours de la PCR gréce a une des deux
amorces marquées (par exemple, par un résidu de digoxigénine). Apres fixation
en microplaque a I’aide d’une sonde capture, la révélation est effectué¢e a 1’aide
d’un anticorps spécifique (par exemple, antidigoxigénine). La sociét¢ BAG
(Biologische Analysensystem GmbH) commercialise en Allemagne une PCR-

Elisa multiplex ;
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f. La PCR competitive:

Il s’agit d’une technique de quantification des acides nucléiques par PCR
développée avant la description de la PCR en temps réel. Dans cette technique,
la cible est coamplifiée en présence d’un acide nucléique titré de méme nature et
de séquence proche qui fait office de standard interne. Cette technique est
encore utilisée dans certains kits de biologie moléculaire (par exemple, les Kits

de la gamme Amplicor™, société Roche) ;
g. La PCR en temps réel :

La technique de PCR quantitative en temps réel (qPCR) permet,
parallélement a ’amplification, la détection et la quantification de ’ADN. Elle
repose sur l’utilisation d’un marqueur fluorescent dont le signal augmente
proportionnellement a la quantit¢ d’ADN synthétisée au cours de la réaction
(Figurelb). Plusieurs systemes ont été décrits. Nous en citerons quelques-uns :
les sondes FRET (fluorescence resonance energy transfert, sondes
d’hybridation), le SYBR® Green (agent intercalant fluorescent), les sondes
TagMan® ou équivalent (appelées aussi sondes double marquage), les balises
moléculaires (molecular beacons), les sondes Scorpion™, les sondes

LightUp™[131].
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Figure 15: PCR en temps réel avec sonde spécifique [125]:

Parallélement a la paire d’amorces, une troisieme sonde spécifique (ici de type
Tagman®) se fixe au centre de la région a amplifier. Cette sonde possede un fluorophore
rapporteur (reporter, R) et un désactivateur (quencher, Q) qui inhibe [’émission de
fluorescence par le rapporteur lorsqu’il est situ¢ a proximité. Au cours de [’élongation,
[’activitée exonucléase de I’ADN polymérase dégrade la sonde hybridée au brin matrice,
permettant la libération du rapporteur et [’expression de sa fluorescence. La cinétique
d’émission de la fluorescence est proportionnelle a la quantité d’amplicons produits au cours
de la réaction. Plus une séquence est abondante, plus elle sera détectée précocement.
Parallélement au gene d’intérét, la mesure sur un méme échantillon du niveau d’expression
d’un gene de ménage (dont [’expression est constante au sein du tissu étudié et selon les

conditions physiologiques) permet de s assurer de la qualité de |’échantillon et de quantifier

de fagon relative [’expression du gene d’intérét
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La PCR en temps réel présente également I’intérét de pouvoir étre effectuce
en PCR multiplex. Par ailleurs, la PCR en temps réel utilise un systeme fermé.
Apres addition du mélange réactionnel et de 1’acide nucléique recherché, le tube
reste ferme€ jusqu’a la deétection. Le risque de contamination est donc diminue,
avantage important par rapport aux autres techniques de PCR (tableau 8). Enfin,
dans la majorité des cas, une enzyme 1’uracile N ADN glycosylase est ajoutée

dans le tube ce qui diminue encore le risque de contamination[131].
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PCR classique

PCR en temps réel

Type de la méthode

Qualitative.

Qualitative et quantitative.

Définition Technique d amplification Cette technique consiste a
d’ADN in vitro, elle permet mesurer la quantite d’ADN
d’obtenir a partir d un polymerise dans chaque cycle
échantillon une importante (temps réel) grace a un
quantité d*ADN spécifique et marquenr fluorescent.
de longueur définie.

Amorces Universelles, ciblant un géne Spécifiques. ciblant un géne

conserveé et comunm.

présent que dans une espéce ou
ciblant un géne trés variable.

Durée des cycles

Les thermocycleurs standards
nécessite de 1 & 2h pour réaliser
30 a 40 cycles

20 a 30 min sont nécessaires
pour le méme nombre de cycles
pour la plupart des appareils de
la PCR quantitative et qui sont
des thermocycleurs particuliers.

Détection du produit

Elle se fait selon différentes
méthodes (hybridation aprés

Une détection spécifique et
immédiate de I"amplicon au

Amplifié transfert sur membrane selon la  cours de la réaction de PCR et
technique de Southern, ce pour des temps qui varient en
hybridation et révélation fonction des appareils entre 30
immumo-enzymatique et 120
colorimétrique en microplaque).
mais elles sont longues.
fastidieuses et peuvent prendre
jusqu’a 72h voire 96 h.

Indications Infection & un germe Infection probable a un germe

indeterminé et pas de PCR
spécifique disponible pour le
germe suspecté.

Echec des autres approches
diagnostiques (cultures
négatives).

Traitement préalable par un
antibiotique.

déterming.

Echec des autres approches
diagnostiques (cultures
négatives).

Traitement préalable par un
antibiotique.

Systémes utilisés

Systémes ‘ouvert’ nécessitant
de multiples manipulations sur
I’ADN amplifié qui augmentent
les risques de contamination de
I’échantillon par I"’ADN.

Ce risque de contamination est
un facteur limitant le
développement de ce type de
technique dans les laboratoires
de routine.

Systémes ‘fermeés’ ce qui limite
les risques de contamination.

De ce fait. rendent la faisabilité
de ces techniques abordables
par des laboratoires de routine.

Limites de la méthode

Ne peut étre effectuée que sur
un prelevement
physiologiquement stérile.

Ne détecte que le pathogéne
recherche.
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3. Application de la PCR en temps réel dans les infections

respiratoires

Les infections des voies respiratoires sont souvent causées par des virus
(adénovirus, influenza, virus respiratoire syncitial, parainfluenza virus,
métapneumovirus humains, coronavirus...) qui ne sont que difficilement
cultivables. C’est donc principalement la détection d’antigénes viraux, ainsi que
les méthodes de détection moléculaire par PCR qui sont employées pour leur
détection. Les méthodes sérologiques, encore trés répandues il y a quelques
années, ne sont plus utiles pour le diagnostic des cas aigus. En effet, pour
confirmer un diagnostic sérologique, il est nécessaire d’analyser deux
prélevements a une distance d’une a deux semaines, alors qu’un seul
prélévement suffit généralement avec les méthodes de détection d’antigénes ou

de diagnostic moleculaire par PCR(tableau 9) [132].

Dans les PAC d’origine bactérienne, Lorsque les résultats ne sont pas
quantitatifs, la détection moléculaire de Streptococcus pneumoniae et
Haemophilus influenzae dans des échantillons respiratoires a peu de valeur
ajoutée. En fait, un résultat positif ne permet pas de differencier une colonisation
d’une infection. Un résultat PCR quantitatif elevé peut suggerer une infection
mais il y a des fois le risque de faux positifs liés a la présence de la relation
génetique trés proche entre certaines espéces comme c’est le cas pour le

pneumocoque le Streptococcus mitis.

En revanche, en raison des difficultés de culture de certains germes
impliqués dans les pneumonies atypiques, tels que Legionella pneumophila,

Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia psittaci et
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Coxiella burnetii, ou la détection de virus respiratoires, Le diagnostic
moléculaire s'est développé rapidement et de nombreuses études ont été menées
[133], [134].

La PCR en temps réel est généralement la méthode la plus sensible et la
plus rapide de diagnostic microbiologique, et les résultats peuvent étre obtenus
en moins de 24 heures. La valeur prédictive négative de ces tests est
généralement trés bonne et peut réduire la consommation inutile d'antibiotiques
réduisant ainsi le développement des résistance aux ATB [135]. Un autre
domaine ou le diagnostic moléculaire est trés utile est le diagnostic de la
tuberculose ou la PCR a permis de réduire le délai du diagnostic de 8 semaines
pour la culture a seulement 2 heurs avec le systeme Genexpert[136] Enfin,
lorsque les méthodes de biologie moléculaire et de culture conventionnelles ne
prouvent pas la présence de bactéries, une PCR eubactérienne a large spectre
peut étre réalisée sur des échantillons normalement stériles (tels que des

échantillons de liquide pleural ou de biopsie pulmonaire) [137].
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INFECTIONS RESPIRATOIRES AIGUES

de prelévement

Détection par Détection . . Matériel optimal
. . Serologie .
PCR d’antigenes pour la PCR
Influenza Recommandée Alternative a la Pas d’utilité Expectoration.
(grippe) PCR diagnostique frottis
VRS, adénovirus (sensibilite nasopharynge
moindre) profond.
aspiration nasale
Coqueluche Recommandee Pas d’utilité Détection Frottis
(Bordetella dans les 3 diagnostique d’anficorps nasopharyngé
pertussis) premieres antitoxine utile profond.
semaines dans les phases aspiration nasale
tardives
Legionnella Recommandeée en  Détection Pas d’utilite Expectoration.
pneumophila complément de la  d’antigénes diagnostique frottis
détection urinaire : méthode nasopharyngeé
d’antigénes de choix pour le profond
deépistage
Chlamydia Recommandee en  Pas d’utilite Utile en Expectoration.
pneumoniae phase aigué : diagnostique complément. pour froftis
Mycoplasima sensibilite documenter une nasopharyngé
pneumoniae dépendant du type séroconversion profond

Tableau 9: exemples d'indication de PCR pour le diagnostic de certains agents pathogénes [120]

C. Particularités des prélevements destinés a la PCR [138]

Quelle que soit I’analyse conduite, un prélévement erroné est source

d’erreur pour le résultat et le diagnostic final. 11 est important pour le praticien

de maitriser les regles générales d’un prélevement pour realiser une analyse

PCR.

1. Bien choisir le site de prélevement

L’analyse PCR, qu’elle soit quantitative ou qualitative, consiste a

rechercher ’ADN ou ’ARN d’un agent pathogene, et non pas les conséquences

de sa présence, comme le font les analyses sérologiques. Le prelevement doit

étre raisonne en fonction de la pathogeénie, et concerner un milieu ou un organe

ou 1’agent pathogene est présent ou se multiplie. Les échantillons utilisés pour le
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diagnostic moléculaire des infections respiratoires sont les prélevements naso-
pharyngés, les aspirations naso-pharyngés et les échantillons du liquide de
LBA..

2. Etre attentif aux modalités de prélévement

Selon leur concentration, certains produits peuvent étre potentiellement
inhibiteurs de la PCR : talc des gants de prélevement, héparine (tubes a
bouchons verts), glycérol, éthanol, ADN a fortes concentrations (prélevements
hautement polycontaminés par de nombreuses bactéries ou moisissures), EDTA
a concentrations élevees, etc. Autant que possible, le praticien veille a respecter
les consignes du laboratoire en matiere de prélevement. L’étape d’extraction de
I’ADN permet en général de se débarrasser des inhibiteurs. Cependant, certains

produits peuvent géner I’analyse PCR, et, @ minima, la rendre moins sensible.
3. Un échantillon positif peut en entrainer d’autres...

Par la tres grande sensibilité des méthodes PCR, il convient de prévenir
tout risque de contamination du prélévement en utilisant du matériel stérile a
usage unique (aiguilles, gants, pots). De méme, le praticien doit éviter de

récupérer des prélévements souillés par 1’environnement
4. Température de conservation du prélevement.

L’analyse PCR détecte un acide nucléique : un ADN ou un ARN. Ces
molécules ne doivent pas étre dégradees entre le moment ou le prélevement est
effectue et celui ou il arrive au laboratoire. Or, apres le prélevement, les cellules,
les bactéries ou les virus commencent a mourir, et leur ADN ou ARN est mis a
nu. Les acides nucléiques sont rapidement dégradés par des DNases (ou

RNases), enzymes présentes partout dans I’environnement. Comme tout
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systéeme enzymatique, il fonctionne beaucoup moins bien a des tempeératures
basses. C’est pourquoi les prélévements doivent étre rapidement mis au froid
positif. Les cycles de congélations et de décongélations cassent I’ADN, et

doivent donc étre évités le plus possible.

5. Une validation de la qualité des échantillons est nécessaire pour le

laboratoire

Lors d’un diagnostic par PCR, il est indispensable pour le laboratoire
d’utiliser un “contréle interne”. Ce dernier est une molécule d’ADN (pour la
PCR) ou d’ARN (pour la RT-PCR [Reverse-Transcritptase PCR]) qui va étre
amplifiée en méme temps que la cible recherchée. Idéalement, le contrdle
interne est présent dans le prélevement de départ, et permet donc d’évaluer la
qualitét de toute la chaine d’analyse, a savoir celle du préléevement, la
conservation avant réception au laboratoire, la conservation au laboratoire, la
qualité¢ de I’extraction des acides nucléiques et celle de I’amplification (absence

d’inhibiteurs de la PCR).

Si le contrdle interne est bien amplifié, le prelevement a été correctement
réalisé et conservé avant son envoi au laboratoire, pendant 1’envoi, puis au
laboratoire. De plus, la révélation de ce contrdle interne traduit I’absence
d’inhibiteurs de la réaction de PCR et permet donc de valider un résultat négatif

sur un préelevement donné.
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D. Diagnostic des infections respiratoires par approche syndromique
1. Généralités

Le diagnostic des infections au laboratoire est longtemps resté tres
compartimenté avec la mise en ceuvre de techniques spécifiques a la
bactériologie, la virologie, la parasitologie ou la mycologie. L’irruption des
techniques de biologie moléculaire a peu a peu estompée les différences
technologiques entre ces différentes branches de la microbiologie. Le
développement des techniques multiplexées permettant, grace a des cocktails
d’amorces, de cibler tout un panel d’agents pathogénes dans une seule réaction
de PCR a été une étape supplémentaire pour aboutir a I’approche syndromique
qui consiste a rechercher, avec un seul réactif, les différents pathogenes pouvant

étre responsables d’un syndrome donné[139].

En 2011, le premier panel de syndromes respiratoires a été autorisé par la
Food and Drug Administration (FDA) américaine (Figurel6). En moins de 10
ans, les tests du panel syndromique se sont étendus a de multiples tests
commerciaux pour la détection des infections respiratoires, sanguines, gastro-
intestinales (Gl), de la méningite et de I'encéphalite aigué (ME) et des infections
des voies respiratoires inférieures (ITR) et, ce faisant, ils ont révolutionné le

laboratoire de microbiologie clinique[140].
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Figure 16: Evolution des panels respiratoires[141]

Dans le domaine des infections respiratoires, outre le diagnostic étiologique
(différenciation des infections virales et bactériennes et identification des
pathogenes), I’approche syndromique permet d’optimiser de la prise en charge
médicale (traitement antiviral ou antibiotique efficace et adapté) et le contrdle
du risque infectieux grace a une prise en charge précoce et ciblée des
patients[142].

2. Ladetection multiplex des agents pathogenes respiratoires

Un certain nombre de panels respiratoires multiplex qui détectent
simultanément >5 agents pathogénes ont été approuveés par la FDA. Ces panels
varient en fonction du nombre de cibles incluses (tableaulQ), des
caractéristiques de performance, des délais d'exécution et des niveaux de

complexité.
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Bien que le type d'echantillon approuvé pour ces panels soit un ecouvillon
nasopharyngé (NP), certains laboratoires ont validé les tests sur des échantillons
des voies respiratoires inférieures, comme le liquide de lavage broncho-
alvéolaire (LBA). Le diagnostic différentiel des infections respiratoires est
souvent large puisque la présentation clinique peut étre non spécifique.
L'utilisation de panels multiplex pour détecter et identifier simultanément les
agents pathogenes respiratoires peut simplifier les algorithmes de test et
ameliorer la sensibilité et la rapidité du diagnostic par rapport aux methodes

conventionnelles telles que la culture virale[143].
Panel approuvés/autorisés par la FDA

Actuellement, il existe sept panels multiplex qui ont regu l'approbation de
la FDA pour la détection et [I'identification de >5 agents pathogenes

respiratoires :
1) Luminex XTAG RVP v1 (Luminex Corporation) (2008),
2) Luminex XTAG RVP Fast (Luminex Corporation) (2011),
3) le panel respiratoire FilmArray (FA-RP) (BioFire Diagnostics) (2011),
4) eSensor RVP (GenMark Diagnostics) (2013),

5) Verigene Respiratory Pathogens Flex test (Luminex Corporation)
(2015),

6) Luminex XTAG respiratory pathogen panel (NXTAG-RPP) (Luminex
Corporation) (2015),

7) ePlex respiratory pathogen panel (ePlex RPP) (GenMark Diagnostics)
(2017)
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x-TAG *x-TAG RVP
Parameter FilmArray Verigene RVP Fast NxTAG-RPP  eSensor RVP ePlex
Analysis platform FilmArray system or  Verigene  Luminex Luminex Luminex eSensor ePlex
FilmArray Torch system 100/200 100/200 Magpix system

No. of targets 20 16 12 8 20 14 17

Ability to detect pathogen
Viruses
Adenovirus v v v v v v (differentiates
subgroup B/E
from C)
Coronavirus v
Coronavirus HKU1
Coronavirus NL63
Coronavirus 229E
Coronavirus 0C43
Human bocavirus
Human metapneumovirus
Influenza A virus
Subtype H1
Subtype H3
Subtype 2009 HIN1
Influenza B virus
Parainfluenza virus 1
Parainfluenza virus 2
Parainfluenza virus 3
Parainfluenza virus 4
Respiratory syncytial virus
Respiratory syncytial virus A
Respiratory syncytial virus B
Rhinovirus/enterovirus
Bacteria
Chlamydophila pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae
Bordetella pertussis
Bordetella parapertussis-Bordetella
bronchiseptica
Bordetella holmesii v

NANANNOANRNANSN
NONSNS S

NENSNANNSNNNSNSNS S8SAN
NENNANANNSNSNSN

ANAN

NENN SSNSSNS NSNS S
AN

N T T T N N N N N N T T N N NN

N S NN

NNSN SN
NS

Time to result (h) ~1 ~2-3 ~8 ~6 ~4 ~6 ~1.5

TThe acceptable specimen type for all panels is a nasopharyngeal swab. RVF, respiratory virus panel; RPF, respiratory pathogen panel.

Tableau 10: différent panel respiratoires multiplex approuvés par la FDA[144]

97



3. Film Array Respiratory Panel (BioFire Diagnostics ; Salt Lake
City, UT,USA)

a. principe

Le systeme FilmArray consiste en une PCR nichée, suivie d'une analyse de
la courbe de fusion a haute résolution. Toutes les étapes du test, de la lyse
cellulaire a I'analyse finale, se deroulent dans un sachet contenant des réactifs
lyophilisés qui peuvent étre conservés a température ambiante (Figure 17).
FilmArray a un court délai d'exécution d'environ 1 heure. Les inconvénients du
systeme sont le prix relativement élevé des sachets et la restriction de la
plateforme a un seul test a la fois. Les laboratoires doivent acheter plusieurs
plateformes FilmArray s'ils souhaitent effectuer des tests en paralléle. Le panel
FilmArray a été le premier RP approuvé par la FDA a inclure des pathogenes
bactériens, couvrant B. pertussis, C. pneumoniae et M. pneumoniae, ainsi que 18

virus respiratoires courants[145].

98



Reagent Reservoirs
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Figure 17: Image photographique (& gauche) et schéma (a droite) montrant les principales

caractéristiques d'un systéme d'analyse FilmArray[146]

Le systeme est constitué d'un dispositif en plastique contenant des réservoirs de réactifs et une
pochette en film plastique souple constituée d'une série de chambres de réaction et de canaux de
transfert. Une fois qu'un échantillon a été introduit par I'orifice d'injection de I'échantillon, la poche
est insérée dans une unité de base de I'instrument FilmArray (non illustrée) pour le traitement. Les
liquides colorés montreés sur la photo sont destinés a faciliter la visualisation. Les sachets FilmArray
actuels ne contiennent pas de liquides colorés. PCR, polymérase réaction en chaine..

Récemment, deux panels complémentaires sont commercialises :
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b. BIOFIRE® FILMARRAY® Respiratory Panel 2.1 plus [147]

Le panel BIOFIRE® Respiratoire 2.1 plus teste 19 virus y compris le

SRAS-CoV-2 et 4 bactéries responsables d'infections des voies respiratoires

(tableaull) avec une sensibilité et une spécificité globales de 97,4% et 99,4%
respectivement. Il fonctionne sur les systemes BIOFIRE® FILMARRAY® 2.0

et Torch, un systtme PCR multiplex certifie FDA, intégre la préparation,

I'amplification, la détection et I'analyse des échantillons dans un systéeme simple

qui ne nécessite que 2 minutes de temps de travail, pour une durée totale

d'environ une heure.

Traitement des échantillons :

o Type d'échantillon : Prélevement nasopharyngé

o Volume de I'échantillon ;: 300 microL

o Durée d'exécution : Environ une heure

Adenovirus

Coronavirus 229
Coronavirus HKUA
Coronavirus OC43
Coronavirus MLE3

Middle East Respiratory Syndrome
CoronaVirus (Mers-CoV)

Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)

Human Metapneumovirus

Human Rhinovirus/Enterovirus

Influenza A
Influenza A/H1
Influenza A/H1-2009
Influenza A/H3
Influenza B
Parainfluenza 1
Parainfluenza 2
Parainfluenza 3
Parainfluenza 4

RSV

Bordetella pertussis
Bordetella paraperiussis

Chiamydophila
pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae

Tableau 11: liste des agents pathogénes testés par BIOFIRE® FILMARRAY®

Respiratory Panel 2.1 plus[147]
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c. BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel [148]

Le BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonie plus Panel teste 18 bactéries
(11 Gram négatives, 4 Gram positives et 3 atypiques), 7 marqueurs de résistance
aux antibiotiques et 9 virus qui causent la pneumonie et d'autres infections des
voies respiratoires inférieures (Tableau 12). Il offre une sensibilité et une
spécificité globales de 96,2 % et 98,3 % respectivement pour les échantillons de
type bronchoalvéolaire (BAL) et de 96,3 % et 97,2 % respectivement pour les

échantillons d'expectorations
Traitement des échantillons :

o Type déchantillon : Crachats induits, expectores, Aspirations
endotrachéales, LBA, mini LBA.

o Volume de I'échantillon : 200 microL recueillis a l'aide d'un

écouvillon.

o Durée d'exécution : Environ une heure
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Bacteria (semi quantitative) Antibiotic Resistance Genes

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex ESBL

Enterobacter cloacae CTH-M

Escherichia coli

Haemophilus influenzae Carbapenemases
Klebsiella aerogenes KPC

Klebsiella oxytoca MO

Klebsiella pneumoniae group Oxadd-like

Moraxella catarrhalis Wi

FProfeus spp. IMP

Pseudomonas aeruginosa

Serratia marcescens Methicilin Resistance
Staphylococcus aureus mecA/mecC and MREJ

Streptococcus agalactiae
Strepfococcus preumoniae
Streptococcus pyogenes

Atypical Bacteria (Qualitative)

Legionella pneumophila Influenza A

Mycoplasma preumoniae

Chlamydia pneumoniae Influenza B
Adenovirus
Coronavirus

Parainfluenza virus

Respiratory Syncytial virus

Human Rhinovirus/Enterovirus
Human Metapneumaovirus

Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus (MERS-CoV)*

* MERS-CoV will only be available on
the Pneumonia Panel plus

Tableau 12: liste des agents pathogénes testés par BIOFIRE® FILMARRAY®

Pneumonia plus Panel[148]
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4. Autres panels
a. Luminex XTAG RVP vl et XTAG RVP Fast

Luminex XTAG RVP vl et xTAG RVP Fast détectent respectivement 12 et
8 cibles, et ont des délais d'exécution de 8 et 6 h, respectivement. Le systeme
Luminex utilise la technologie des réseaux de billes marquées par fluorescence,
qui comprend une étape de prétraitement des éechantillons de 45 a 60 min,
I'extraction des acides nucléiques (_45 min), la transcription inverse multiplex,
I'amplification par PCR, I'hybridation des billes fluorescentes a des cibles
amplifiées specifiques (_2,5 h) et l'analyse a l'aide du systeme Magpix ou
Luminex 100/200 (_10 min). Il s'agit d'une plateforme d'amplification ouverte
qui nécessite le transfert d'acides nucléiques extraits ou d'acides nucléiques

amplifiés a deux points du flux de travail.
b. Le test eSensor RVP

Le test eSensor RVP est réalisé sur le systeme eSensor XT-8 et utilise
I'nybridation de microarray et la détection électrochimique en phase solide pour
détecter 14 cibles en 8 h.

c. Le test Verigene Respiratory Pathogens Flex

Le test Verigene Respiratory Pathogens Flex utilise le systeme Verigene
(décrit dans la section sur I'hémoculture, ci-dessus), cible 16 agents pathogenes

potentiels, et prend environ _2 a 3 h pour étre effectué.
d. Le RPP NXTAG

Le RPP NXTAG détecte simultanément 20 cibles et a un délai d'exécution

de 4 h pour un lot de 96 échantillons. Ce test utilise la plateforme Luminex
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Magpix, dans laquelle une aliquote d'acide nucléique extrait est directement
ajoutée a des réactifs lyophilisés pré-plaqués et une hybridation PCR (RT-
PCR)/billettes multiplexée en temps réel est effectuée en un seul programme de
cycle dans un récipient PCR fermé. Aucune manipulation de I'échantillon apres

la PCR n'est nécessaire.
e. L'ePlex RPP

L'ePlex RPP est un test en cartouche qui est effectué sur I'instrument ePlex
pour detecter simultanément 17 cibles avec un temps d'exécution de 1,5 h. Le
test a un temps de manipulation de 2 min. Le systeme ePlex utilise la
technologie d'électrophorese pour effectuer une amplification multiplexée des
acides nucléiques, suivie de la détection des cibles de l'analyte a l'aide de la

technologie eSensor.
5. Performance des tests

Plusieurs études ont évalué la performance des panels respiratoires

multiplex approuveés.

Popowitch et al.[149] ont comparé les performances de quatre tests (FA-
RP, eSensor RVP, XTAG RVPvl et XTAG RVP Fast) en utilisant 300
échantillons et ont rapporté des sensibilités et spécificités globales pour chaque
panneau de 84,5 et 100% pour FA-RP, 98,3 et 99,2% pour eSensor RVP, 92,7 et
99,8% pour Luminex XTAG RVPv], et 84,4 et 99,9% pour Luminex xXTAG
RVP Fast. La sensibilité et la spécificité ont été calculées en utilisant le critere
"positif par au moins deux plateformes” comme résultat de référence (tableau
13). Le plus grand nombre de divergences entre les panels multiplex et la norme

de référence concernait lI'adénovirus (pour lequel la FA-RP avait une faible
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sensibilité de 57 % par rapport aux autres tests) et le virus de la grippe B (pour
lequel les tests XTAG RVP Fast et FA-RP avaient des sensibilités de 45,5 % et

77,3 %, respectivement, qui étaient nettement inférieures a celles des autres

% Sensitivity (95% CI) of:
- . xTAG
No. of true-positive specimens
Virus (n = 300 specimens testad) FilmArray RP eSensor RVP RVPvV] RVP fast
Adv i5 57.1(40.8, 72.00 100 (&8.2, 100} 74.3 (57.8, 86.0) B2.9 (66.9, 92.3)
Influenza virus
A 30 86,27 (68.8, 95.1) 100 (86.5, 1040} 100 {86.5, 10407
AHI/09 l& 73.3% (47.6, BO.5) 100 (77.3, 100} 100 {77.3, 100}
AH3 14 .9, 100) 100 (74.9, 100} 92.9 (66.5, 99.9)
B 22 77.3(56.2,90.3) 100 (82.5, 100} 95.5(76.5,99.9)
MPV 26 96.2 (79.6, 99.9) 100 (84.8, 1040} 100 (84.8, 10:0) 100 (B4.8, 100)
PIV
1 14 100 (74.9, 100) 100 (74.9, 1040} 100 {74.9, 1040} NA®
2 13 92.3 (646, 99.9) 100 (73.4, 1040} 100 (73.4, 100 NA
13 100 (73.4, 100) 100 (73.4, 100} 100 {73.4, 100} NA
R5V
A 22 a6.4 (65.8, 96.1) 100 (82.5, 104} 6.4 (65.8, 96.1) B6.4 (65.8, 96.1)
B 14 10 (74,9, 100) 100 (74.9, 1040} 92.9 (66.5, 59.9) 85.7 (58.8, 97.2)
RhV/EV 43 83.7 (69.7,92.2) 90.7 (77.8, 96.9) 93.0 (B0.7, 98.3) 93.0 (B0.7, 98.3)

= One sample tested as equivocal and is not incuded.
* MA, not applicable.

Tableau 13: Sensibilité par cible pour chacun des quatre panels
de virus respiratoires, déterminée a l'aide d'échantillion nasopharayngé.[149]

Dans une autre étude, Chen et al.[150] ont comparé le NxXTAG-RPP avec
I'FA-RP en utilisant 284 échantillons respiratoires cliniques( tableau 14). Une
concordance complete entre les résultats des deux tests a été constatée pour 98,8
% des échantillons positifs, mais des différences significatives de concordance
ont été trouvées pour le métapneumovirus humain (P _ 0,001) et le virus
parainfluenza 3 (P _ 0,031), avec des taux de positivité plus élevés pour le
NXTAG-RPP que pour le test FA-RP. En utilisant la FA-RP et la PCR en temps
réel développée en laboratoire comme étalon de référence, le NXTAG-RPP a
démontré une sensibilité et une spécificité de _93% pour la plupart des cibles, a

I'exception des coronavirus humains OC43 (66,7 et 99,6%, respectivement) et
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HKU1 (66,7 et 100%, respectivement). Le NXTAG-RPP a un debit
d'échantillons plus élevé que celui du FA-RP (96 échantillons contre 1
échantillon par série) et un délai d'exécution d'environ 5 h (pour un maximum de
96 échantillons, ce qui peut étre trompeur, car le dosage est souvent par lots)

contre environ 1 h (pour 1 échantillon) pour le dosage du FA-RP.

NxTAG RPP FilmArrayv RP - =0,

Pathogens Positive Negative Positive Negative Kappa (95% CT)
Adenovirus 48 236 41 243 0.91 (0.84-0.98)
HCoW-229E 5 279 3 281 0.75 (0.41-1.00)
HCoWV-HEKU1 2 282 3 281 0.80 (0.41-1.00)
HCoWV-0C43 2 282 3 281 0.80 (0.41-1.00)
HCoWV-NL63 9 275 8 276 0.94 (0.82-1.00)
Enterovirus/Rlunovirus 77 207 72 212 0.94 (0.89-0.98)
Influenza A 49 235 49 235 1.00 (1.00-1.00)
AH1pdm09 14 270 15 269 0.96 (0.90-1.00)
AH3 35 249 34 250 0.98 (0.95-1.00)
Influenza B 20 264 20 264 1.00 (1.00-1.00)
hMPV 21 263 10 264 0.63 (0.43-0.83)
PIV 1 7 277 7 277 1.00 (1.00-1.00)
PIV 2 6 278 4 280 0.80 (0.52-1.00)
PIV 3 14 270 8 276 0.72 (0.50-0.93)
PIV 4 9 275 5 269 0.71 (0.44-0.98)
RSV 46 238 40 244 0.92 (0.85-0.98)
C. preumoniae 0 284 0 284 1.00 (1.00-1.00)
M. pneumoniae 3 279 5 279 1.00 (1.00-1.00)
Tatal 369 4743 327 4765 0.92 (0.90-0.94)

95% CL 95% confidence mtervals.

Tableau 14: concordance entre NXTAG RPP et FilmArray RP selon, Chen et al.[150]

Dans une étude, publiée en 2020, Yoo et al. [151] ont évalué la
performance du BioFire FilmArray Pneumonia Panel (FA-Pneumo), pour la
détection des pathogénes bactériens respiratoires et les génes de résistance aux
antibiotiques dans les crachats et lI'aspiration endotrachéale (ETA) (tableau 15).
Trente et un échantillons de crachats et 69 échantillons d'ETA ont été analysés.
La performance diagnostique de FA- Pneumo a été évaluée en utilisant des
méthodes microbiologiques de routine comme norme de référence. La
sensibilité et la spécificité globales pour la détection des organismes a l'aide de

FA-Pneumo étaient de 98,5 % et 76,5 %, respectivement. La sensibilité pour
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chague agent pathogene était de 100 %, sauf pour Klebsiella aérogenes, et
I’intervalle de spécificité était de 83,3 a 99,0 %. FA-Pneumo a en outre détecté
25 genes de résistance dans 22 échantillons, et le séquencage pour la présence de
génes de résistance a confirmé la majorité de ces résultats (20/25, 80%).
L'analyse semi-quantitative des quantités d'acides nucléiques bactériens par FA-
Pneumo a révélé que 88,2 % des bactéries identifiées (67/76) avec >10°
copies/ml ont egalement donné des resultats positifs en culture avec des
quantités significatives de bactéries. L’étude a conclu que le FA-Pneumo est un
test rapide a haute sensibilité pour la déetection des bactéries et des genes de
résistance aux antimicrobiens dans les crachats et les échantillons d'ETA et

pourrait aider a déterminer I'antibiotique thérapie.[151]

Pathogen Culture {+)FA- Culture {+)FA- Culture {—)FA- Culture {—)FA- Performance, % (95% )
Pneumo (+) Pneumo (-] Fneumo (+) Pneumo (—)

Sensitivity Specificity

Gram-positive bacteria

Staphylococcus aureus 16 ] 14 (] 100 (758~ 83.3 (73.0-
100) a01)
Stre ptococcus agalactioe 1 ] 4 o4 100 (5.5~ 95.9 (893-
100) 98.7)
Streptococcus preumon iae 1 ] 3 95 100 (5.5~ G6.9 (901~
100) 99.2)
Enterobacterales
Enterobacter cloacae complex 2 ] 7 L} 100 (19.8- 92.8 (852-
100) 96.8)
Escherichia coli 3 ] 8 33 100 (31.0- 91.7 (83.8-
100) 96.1)
Kiehsiella aerogenes 1 1 3 o4 5000 (2.7 096.9 (90.6-
97.3) 99.2)
Kiebsiella oxytoca ] ] 1 93 - G990 (93.7
99.9)
Kiebsiella pneumonia group 5 ] 12 82 100 (463~ 87.2(784-
100} 92.9)
Moraeella catarrhalis ] ] 1 93 - G900 (93.7
99.9)
Proteus spp. ] ] 1 93 - G950 (93.7-
99.9)
Serratia marcescens o o 3 96 = 97.0 (90.8-
99.2)
Non-fermenter
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii 21 ] ] 69 100 (808~ 835 (787~
complex 100) 94.3)
Pseudomonas aeruginoesa 12 ] ] 1 100 (791 - 83.8 (702-
100) 94.4)

Other gram-negative bacteria

Haemophilus influenzae ] ] 5 o4 - 040 (BR1-
98.1)

Total 64 1 8 26 98.5 (90.6- 76.5 (584~
09.9) 88.6)

Cl, confidence interval; FA-Pneumo, FilmArray Pneumonia Panel plus.

Tableau 15: Performance du FilmArray Pneumonia Panel
plus par rapport a la méthode de culture[151].
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6. Impacts Cliniques Et Economiques

Les impacts cliniques et économiques des tests respiratoires multiplex ont
été évalués dans plusieurs études. Dans une étude de cohorte rétrospective,
Rappo et ses collaborateurs[152] ont comparé les résultats obtenus chez des
patients adultes ayant subi des tests positifs pour les virus respiratoires au cours
de deux saisons grippales. Au cours de la premiere saison grippale, des
méthodes conventionnelles (c'est-a-dire des cultures virales, des tests rapides
d'antigenes et des tests directs de détection des anticorps fluorescents) ont été
utilisées, et au cours de la deuxiéme saison, le FA-RP a été utilisé comme tests
primaires. Apres la mise en oeuvre du FA-RP, le temps nécessaire au diagnostic
des virus de la grippe (1,7 h contre 7,7 h) et des virus non grippaux (1,5 h contre
13,5 h) a diminué. En outre, la détection du virus de la grippe par le FA-RP a été
associée a des rapports de cotes plus faibles pour I'admission (P _ 0,046), au
nombre de radiographies pulmonaires (P _ 0,005), a la durée du séjour (P _
0,040) et a la durée d'utilisation des antimicrobiens (P _ 0,032) en utilisant une

analyse multivariee.

Subramony et ses collaborateurs[153] ont réalisé une étude rétrospective,
pré/post intervention, évaluant I'impact des tests PCR multiplex pour les
pathogeénes respiratoires chez les enfants hospitalisés. Le groupe pre-
intervention (n _ 2 349 patients) a été testé par des tests immunoenzymatiques,
des tests directs a I'antigéne fluorescent, des tests PCR (autres que le FA-RP),
et/ou des cultures virales, tandis que le groupe post-intervention (n _ 2 430) a été
testé en utilisant le FA-RP. Quarante-deux pour cent des patients du groupe
post-intervention ont obtenu un résultat positif grace a la FA-RP, contre 14 %

dans le groupe pré-intervention. En outre, les patients du groupe post-
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intervention étaient moins susceptibles de recevoir des antibiotiques pendant
plus de 2 jours (rapport de cotes, 0,5) et de subir une radiographie pulmonaire a
I'admission (rapport de cotes, 0,4) et étaient plus susceptibles d'étre isolés
pendant plus de 2 jours (rapport de cotes, 2,4) que ceux du groupe pre-

intervention[153].

Dans une étude rétrospective similaire, pré/postintervention, réalisee par
Rogers et al.[154], lI'impact de la FA-RP sur les résultats cliniques des patients
pédiatriques hospitalisés souffrant d'une maladie aigué des voies respiratoires
sans complication a été évalué. Dans cette étude, la mise en oeuvre de la FA-RP
a été associee a une durée d'administration d'antibiotiques plus courte (P _
0,003) que pour le groupe pré-intervention, dans lequel les échantillons
nasopharyngés ont été testés pour le virus de la grippe, les virus respiratoires
syncytiaux (VRS) (Focus Diagnostics, Cypress, CA), et les virus parainfluenza 1
a 3 (Prodesse ; Hologic Gen-Probe, San Diego, CA) par PCR. En outre, parmi
les patients ayant obtenu un ou plusieurs résultats positifs par la PCR, la durée
d'hospitalisation (P _ 0,03) et la durée disolement (P _ 0,03) ont été
réduites[154].

Brendish et al. Ont menée un essai contrélé, randomisé et centralisé pour
évaluer I'impact clinique de l'utilisation du test moléculaire rapide pour les virus
chez 720 patients adultes qui se sont présentés a leur hopital avec une maladie
respiratoire aigué. Les patients assignes au groupe du test moléculaire rapide (n
_362) ont été testes en utilisant le FA-RP, et ceux du groupe témoin (n _ 358)
ont été testés pour les virus respiratoires par des tests PCR en laboratoire, a la
discrétion de I'équipe clinique. Bien gu'il n'y ait pas eu de différence dans les

proportions de patients traités par antibiotiques et les durées moyennes
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d'utilisation des antibiotiques entre les deux groupes, les patients du groupe du
test moléculaire rapide ont recu des doses uniques ou des cures breves (_48 h)
d'antibiotiques en plus grand nombre que ceux du groupe de contréle (17 %
contre 9 % ; P _ 0,004). L'utilisation de la FA-RP a été associée a une duree de
séjour plus courte (5,7 contre 6,8 jours ; P 0,04) et a une meilleure utilisation
des antiviraux chez les patients seropositifs pour le virus de la grippe (91 %
contre 65 % ; P 0,002) [155].

Le colt des tests multiplex est une consideration importante. Mahony et ses
collaborateurs [156] ont réalisé une étude d'analyse des colts comparant le test
XTAG RVP a la culture en flacon coquille et a la coloration directe des anticorps
fluorescents et ont indiqué que la PCR multiplex était lI'approche la moins
colteuse si la prévalence d'une maladie virale respiratoire était de _11%. Dans
I'ensemble, cette étude a fait état d'une économie de 291 dollars par cas grace a
l'utilisation de la PCR multiplex par rapport aux méthodes classiques[156].
Nelson et ses collaborateurs [157] ont mis au point un modeéle analytique
décisionnel pour évaluer le rapport colt-efficacité des tests PCR multiplex dans
les services d'urgence pour les enfants atteints de grippe et ont indiqué que les
tests PCR multiplex rapides étaient plus rentables que la PCR traditionnelle, les

tests directs d'anticorps fluorescents (DFA) et les tests rapides d'antigenes [157].
7. Avantages Et Limites

Les panneaux multiplex présentent un certain nombre de limites,
notamment le fait que la plupart des panneaux ne permettent pas de commander
des produits personnalisés. Bien que la plupart des données suggerent que les
panels multiplex offrent une performance comparable a celle des méthodes

conventionnelles (par exemple, culture virale et RT-PCR individuelle), certains
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tests multiplex peuvent avoir une sensibilitt moindre pour la détection de
certains pathogenes[149]. En outre, la signification clinique de la détection de
cibles multiples dans ces panels multiplex reste incertaine. Une étude qui a
évalué les performances de quatre panels respiratoires multiplex a révélé un taux
de coinfection de 10 %. La plupart des coinfections impliquaient un entérovirus
(EV) et un rhinovirus ; la réactivité croisée entre ces deux cibles pourrait avoir
été un facteur contributif. Des résultats positifs peuvent ne pas faire la
distinction entre la colonisation et l'infection active et peuvent passer a cote
d'une coinfection par des bactéries ou des champignons. Le prelévement
d'échantillons nasopharyngeés peut causer une géne au patient et peut faire
manquer une infection des voies respiratoires inférieures chez des patients
gravement malades, ce qui nécessite des tests supplémentaires sur des
échantillons de liquide de LBA[144].

L'utilisation de tests respiratoires multiplex peut présenter des avantages
cliniques, notamment la possibilité de réduire la dose d'antibiotiques si un ou
plusieurs agents pathogenes viraux sont détectés, de diminuer le recours a des
procedures de prélévement d'échantillons invasives et de permettre de prendre
des décisions éclairées concernant les mesures de lutte contre I'infection et les
enquétes sur les foyers d'infection en temps utile. Bien qu'un diagnostic clinique
d'une infection respiratoire virale devrait suffire (car de nombreux agents
pathogenes viraux ne nécessitent pas de thérapie spécifique), l'utilisation de ces
tests peut étre associée a un sentiment de "satisfaction et de cl6ture™ pour les
cliniciens traitants et leurs patients en fournissant un diagnostic microbiologique

et peut permettre d'éviter d'autres examens, y compris l'envoi de tests. Les
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panels respiratoires multiplex sont susceptibles de permettre de mieux deéfinir

I'épidémiologie de certains agents pathogenes.

Les tests multiplex peuvent permettre de diagnostiquer certaines infections
qui ont souvent été omises en raison d'un manque de suspicion clinique ou de
I'absence de tests de routine disponibles. Par exemple, une étude a rapporté que
75% des infections a Mycoplasma pneumoniae ont été détectées de maniére

inattendue par l'utilisation de la PCR multiplex[158].

Toutefois, il existe un potentiel d'excrétion prolongée de micro-organismes
ou d'acide nucleique chez les patients immunodeprimés sans nécessairement
provoquer de maladie clinique. Il est donc important que les résultats de
laboratoire soient interprétés dans le contexte des résultats cliniques. En outre,
I'éventail des agents pathogénes potentiels chez les hétes immunodéprimés peut
étre plus large que ce qui est indiqué dans ces panels. Des directives d'utilisation
individualisées pour des populations de patients spécifiques (par exemple, les
enfants, les adultes, les patients immunodéprimés, les patients hospitalisés et les
patients externes, qui ne sont pas tous mutuellement exclusifs) sont nécessaires

pour une utilisation correcte de ces tests[144].

8. Perspective d’avenir : séquencage nouvelle genération pour étude

en routine du microbiote respiratoire

Habituellement, la détection des agents pathogenes résistants se fait a l'aide
de I'amplification des acides nucléiques par réaction en chaine par polymérase et
par séquengage de Sanger. L’un des défauts du sequencage traditionnel par la
méthode de Sanger (est I’impossibilit¢ de résoudre des mélanges microbiens
(mélanges de séquences nucléotidiques). Par ailleurs, cette technique de
séguencage ne permet pas la détection des séquences minoritaires (par exemple
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dérivées de microorganismes sous-représentés dans le microbiote). Par
conséquent, un séquencage traditionnel, ne permet d’identifier qu’une infection
mono microbienne dans un échantillon biologique habituellement stérile. [159].

Le séquencage de nouvelle génération (NGS) est une méthode qui permet
le sequencage a haut débit et massivement parallele de milliers a milliards de
fragments d'ADN, indépendamment et simultanément[160]. Au cours des cing
dernieres années, les applications NGS sont passées des outils de recherche aux
méthodes de diagnostic et sont de plus en plus courantes dans les laboratoires de
microbiologie clinique.

Les trois principales applications du séquencage de nouvelle génération
dans les laboratoires de microbiologie clinique sont les suivantes (Figure 18):
1. le séquencage du génome entier (WGS),
2. le séquencage ciblé de la prochaine génération (tNGS), et
3. le sequencage de la prochaine génération en metagénomique.

+ Le WGS se banalise dans les laboratoires de santé publique, aidant
a l'identification rapide et au suivi des foyers de maladies
infectieuses ainsi qu'a la détection des résistances émergentes et a la
surveillance[161].

+ Le tNGS a été sous-utilisé en microbiologie clinique ; cependant, le
développement de nouvelles méthodes d'enrichissement permettra
La detection des pathogénes a grande échelle combinée a une
sensibilité élevée. Le tNGS pourrait devenir un test plus accessible
a l'avenir[162].

+ Le séquencage métagénomique de la prochaine génération est
devenu une méthode prometteuse de détection unique et universelle
des agents pathogeénes (c'est-a-dire des bactéries, des champignons,

des parasites, des virus) pour le diagnostic des maladies infectieuses
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effectue directement a partir d'échantillons cliniques. Les tests
développés en laboratoire sont maintenant proposés comme tests
facturables ; il est impératif de comprendre les limites de ces tests
non standardisés et colteux pour une utilisation appropriée des tests

et une interprétation des résultats[160].

Au cours des 5 a 10 prochaines années, il est probable que de plus en plus
de laboratoires de taille moyenne ou grande mettront en ceuvre le séquencage de
nouvelle génération, car le colt du séquencage continue de diminuer et les
diagnostics et l'informatique sont de plus en plus automatisés et les délais

d'exécution plus courts[163].
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Figure 18: Les différentes applications des NGS
dans les laboratoires de microbiologie clinique[163].

* (A) WGS d'un organisme pur issu d'une culture.
« (B) tNGS directement a partir d'un spécimen (exemple : ADNr 16S d'un spécimen
clinique pour le profilage bactérien).

* (C) mNGS a partir d'un échantillon clinique.
La composition en acide nucléique (NA) des échantillons comprend la détection de I'h6te
(noir), du microbiome et de I'agent pathogéne (bleu, vert et rouge), et enfin, I'introduction par
inadvertance d'un acide nucléique contaminant (orange). L'analyse des lectures implique
généralement l'élimination de l'acide nucléique de I'hote de I’AN microbien. Les lectures
microbiennes sont analysées pour identifier la composition et I'abondance des organismes
présents ou pour étudier le résistome ou le virulome. L'étude de I'ARN peut permettre une
analyse basée sur le transcriptome pour identifier les organismes qui sont actifs sur le plan
de la transcription.
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X-3 RECOMMANDATIONS

D’aprés le Guide d'utilisation du laboratoire de microbiologie pour le
diagnostic des maladies infectieuses : mise a jour 2018 par le Sociéte américaine
des maladies infectieuses et I'Américain Société pour la microbiologie[34], et en
se reportant aux diverses directives de pratique rédigées ces dernieres annees par
I'Infectious Diseases Society of America, I'’American Thoracic Society et
I'’American Society for Microbiology, entre autres groupes de pratique clinique,
qui décrivent les caractéristiques cliniques, les approches diagnostiques et les

aspects de la prise en charge des patients atteints des IRABC.

Les tableaux ci-dessous résument certaines mises en garde importantes
concernant l'obtention de spécimens pour le diagnostic des infections
respiratoires. Points clés pour le diagnostic en laboratoire des infections des

voies respiratoires inférieures :

> Les TAAN ont largement remplace les tests rapides d'antigénes et la

culture pour la détection des virus respiratoires.

> Il convient de contacter le laboratoire pour obtenir des instructions
spécifiques avant de prélever des échantillons pour des agents

pathogenes exigeants tels que Bordetella pertussis.

> Les crachats expectoreés du premier matin sont toujours les meilleurs

pour la culture bactérienne.

> Les hémocultures qui accompagnent les échantillons d'expectorations
peuvent parfois étre utiles, en particulier chez les patients a haut risque
atteints de PAC.
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> L'eventail des agents pathogenes provoquant des exacerbations de la
maladie pulmonaire chez les patients atteints de mucoviscidose s'est
élargi, et des échantillons pour les cultures mycobactériennes et

fongiques doivent étre préleves chez certains patients.

» La bronchoscopie avec lavage est I'échantillon diagnostique optimal

en pédiatrie.

A. bronchites et EABPCO (tableau 16)
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Agents étiologiques

Procédures de
diagnosﬁc

Prélévements optimaux

Modalités et Temps de
ifransport optimal

BRONCHIOLITE

VIRUS"

RSV

Rhinovirus
Adénovirus
Coronavirus

HMFPV

Enterovirus

PIV

Le virus de la grippe

Bocavirus humain de tvpe I

TAAN®

Tests de détection
rapide d'antigénes ©
La culture des virus®

Asprration ou lavage nasal,
écouvillonnage ou aspiration du
NP, lavage ou écouvillonnage de la
gorge.

Tampons ou asprateurs NP,
lavages nasaux.

Tampons NP, asprateurs NP,
lavages nasaux, lavages de gorge
ou écouvillons

VTM ou conteneur stérile (lavages.
ete), transport RT, < 2 hou
réfrigére (2°C-8°C), 24-48 h

VTM ou conteneur stérile (lavages,
ete.) transport RT <2 h ou réfrigeére
(2°C-8°C, 2448 h

BRONCHITE AIGUE

BACTERIES

Mycoplasma pneumoniae

TAAN®

Sérologie des IgG et
IgM des mycoplasmes

Prélévement de gorge, écouvillon
NP, aspiration NP

5 ml de sérum

Ecouvillon NP, aspirer ou laver
Dispositif de transport approprié,
RT.2h

Tube a caillot, RT, 2 h

(EIA)
Chlamydia pneumoniae TAAN® Prélevement de NP Dispositif de transport approprie,
Sérologie des IgG et 5 ml de sérum RT.2Zh
IgM de la chlamydia Tube & caillot, RT, 2 h
(MIF)
VIRUS
Virus de la grippe TAAN® Asprration ou lavage nasal, VTM ou conteneur stérile (lavages,
FIV ecouvillonnage ou asprration du ete.), transport RT <2 h ou refrigéré
RSV PN, lavage ou écouvillonnage de la | (2°C-8°C), 24-48 h
HMPV gorge
Coronavirus Tests de détection Aspiration ou lavage nasal, VTM ou conteneur stérile (lavages,

Adénovirus
Rhinovirus

rapide d'antigénes®
La culture des virus®

ecouvillonnage ou asprration du
PN, lavage ou écouvillonnage de la
gorge

etc.), transport RT <2 h ou réfrigéré
(2°C-8°C, 24-48 h

EXACERBATION AIGUE DE LA BRONCHITE CHRONIQUE

BACTERIES

Haemophilus influenzae (non

typable)

Moraxella catarrhalis

Coloration de Gram
Culture bactérienne
aérobie

Crachats expectorés

Récipient stérile, RT, 2 hou >2-24
h, 2°C-8°C

Chlamydia pneumoniae

Vorr ci-dessus sous
Bronchite aigué

Vo Chlamydia et Mycoplasma c1-
dessus

Vorr c1-dessus

Mycoplasma pneumoniae

Streptococcus pneumoniae

Vorr ci-dessus

Coloration de Gram
Culture bactérienne
aérobie

Antigéne urinaire’

Vorr Chlamydia et Mycoplasma c1-
dessus

Premuer eéchantillon d'urine de
capture propre videe

Vorr ci1-dessus

Récipient stérile, RT. 2 h

Pseudomonas aeruginosa

Coloration de Gram

Crachats expectorés

Récipient stérile, RT, 2 h ou >2-24

Culture bactérienne h, 2°C-80C

aérobie
VIRUS
Rhinovirus Tests de détection Aspiration ou lavage nasal VTM ou conteneur stérile (lavages,
Coronavirus rapide d'antigénes ® écouvillon NP ou etc.), transport RT <2 h ou réfrigéré
PIV (le pius souvent PIV3) La culture des virus © les aspirateurs, les lavages de gorge | (2°C-8°C), 24-48 h

Le virus de la grippe
RSV

HMPV

Adénovirus

TAAN?

ou les écouvillons

Bordetella perfussis

Culture de Bordetella
sur gélose sélective
Regan-Lowe ou
Bordet-Gengou et
TAAN

Tampons NP ; aspirateurs NP ;
lavage nasal

Pour les NAAT, utilisez des
écouvillons en polyester, rayonne,
nylon-flocked®

Pour la culture, utilisez un moyen
de transport approprié, RT, <24 h

de la bronchite et de la coqueluche[34]
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Abréviations : EIA, dosage immunoenzymatique ; HMPV, métapneumovirus humain ;
IgG, immunoglobuline G ; IgM, immunoglobuline M ; MIF, coloration micro-
immunofluorescente ; TAAN, test d’amplification des acides nucléiques; NP,
nasopharyngien ; PIV, virus parainfluenza ; RSV, virus respiratoire syncytial ; RT,
température ambiante ; VTM, milieu de transport viral.

Les virus sont énumérés par ordre de fréquence décroissante[164].

Plusieurs plates-formes TAAN approuvées par la Food and Drug Administration (FDA) des
Etats-Unis sont actuellement disponibles et varient en ce qui concerne les exigences en
matiere d'échantillons approuvés et la gamme d'analytes détectés. Les lecteurs doivent
vérifier aupres de leur laboratoire la disponibilité et les caractéristiques de performance, y
compris certaines limitations.

Les tests antigenes rapides pour la détection des virus respiratoires manquent de sensibilité
et, selon le produit, de spécificité. Une récente méta-analyse des tests rapides de détection de
I'antigéne de la grippe a montré une sensibilité cumulée de 62,3 % et une spécificité cumulée
de 98,2 % [165]. lls doivent étre considérés comme des tests de dépistage uniquement. Au
minimum, un résultat négatif doit étre vérifié par une autre méthode. La qualité des
échantillons est essentielle pour optimiser ces tests.

Le type d'échantillon dépend du virus recherché. En général, les prélevements de gorge sont
au moins souhaitables. Il faut veiller a préserver les cellules en utilisant le VTM ou en
transportant les échantillons dans un récipient stérile sur de la glace humide dés que possible
apres le prélévement.

Il existe plusieurs tests approuvés par la FDA pour le moment. Deux essais sont des panels
multiplex complets qui contiennent Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia pneumoniae dans
le cadre d'un panel complet de syndromes respiratoires. Il existe un test singleplex pour M.
pneumoniae. La disponibilité de ces tests dépend des laboratoires. Les cliniciens doivent
vérifier auprées du laboratoire les sources d'échantillons validées, la collecte et le transport,
les caractéristiques de performance et le délai d'exécution. En général, il faut éviter les
écouvillons d'alginate de calcium et les mini-écouvillons a pointe pour les tests
d'amplification des acides nucléiques.

La sensibilité chez les patients non bactériémiques atteints de pneumonie a pneumocoques est
de 52 % a 78 % ; la sensibilité dans les cas bactériémiques de pneumonie a pneumocoques
est de 80 % a 86 % ; la spécificité chez les adultes est >90 %. Cependant, des études ont fait
état d'un taux de faux positifs de 21 % a 54 % chez les enfants porteurs de NP et d'une
absence de pneumonie et chez les adultes atteints de bronchopneumopathie chronique
obstructive[166].

Les tampons a pointe de coton ou d'alginate de calcium ne sont pas acceptables car ils
contiennent des substances qui inhibent la réaction en chaine de la polymérase.

Le placage des spécimens au chevet du patient est idéal mais rarement effectué. Plusieurs
types de milieux de transport sont acceptables. Ceux-ci comprennent la solution d'acide
Casamino, le milieu de transport Amies, et le milieu de transport Regan- Lowe (Hardy
Diagnostics[167]).
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B. Pneumonie aigue communautaire (tableau 17)

Agents étiologiques

Procédures de

Prélévements optimaux

Moeodalités et Temps de

diagnostic transport optimal
BACTERIES
Streptacoccus pneumoniae Coloration de Gram Crachats, échantillons Récipient stérile, RT, 2 h ;
Staphylococcus aureus Culture bronchoscopiques >2-24h, 4°C
Haemophilus influenzae Antigéne urinaire Urine Récipient stérile, RT, 24 h ;
Entérobactériacées =24 h-14 j, 2°C-8°C
Pseudomonas aeruginosa Coloration de Gram Crachats, échantillons Récipient stérile, RT, 2 h ;
Culture bronchoscopiques =2-24 h, 4°C
Legionella spp Antigéne urinaire Urine Récipient stérile, RT, 24 h ;
L. pneumophila =24 h-14 j, 2°C-8°C
sérogroupe 1
Culture sélective sur Crachats inch_ms, échantillons Récipient stérile. RT, 2 h ;
BCYE bronchoscopiques >2-24 h, 4°C
T ; Crachats i.l.ldl_li‘ts, échantillons Récipient stérile, RT, 2 h ;
bronchoscopiques =224 1, 4°C
Mycoplasina pneumoniae TAAN® Ecouvillon de gorge, écouvillon | Transport en milieu M4 ou
NP, crachats, hiquide LBA autre milieu spécifique aux
mycoplasmes a la rempérature
ambiante ou a 4 °C pendant 4
h;=48 h, -70 °C
Sérologie IgM, détection Sérum Tube & c:u.l.lot, RT, 24h;
des anticorps IgG >24 b, 4°C
Chlamydia pneumoniae TAAN" Prélévement de NP, lavage de Transport en M4 ou autre

Sérologie (MIF) titre
d'anticorps IgM ; IgG sur
des sérums appariés a 2
ou 3 semaines d'mtervalle

gorge, crachats, échantillons de
bronches

Sérum

movyen de transport
spécialisé 4 RT ou 4°C
qusqu'a 48 h ; 48 h. -70°C
Tube a caillot, RT, 24 h ;
=24 h 4°C

Bactéries anaérobies mixtes
(pneumonie par aspiration)

Coloration de Gram
Culture aérobie et

Bronchoscopie avec brosse a
spécimen protégée

Tube stérile avec 1 ml de
solution saline ou de

anaérobie thioglycollate ; RT, 2 h ; =2~
24h
Liquide pleural (st disponible) Conteneur stérile, RT, sans
moven de transport <60 min
: Fiole de transport
anaérobie, RT, 72 h
MYCOBACTERIES
Mycobacterium tuberculosis | Frottis de IBAAR Expectorations ; expectoration Récipient stérile, RT, <2 h ;
et NTM La culture de IBAAR mduite ; =24 h 4°C
TAAN" Echantillons obtenus par
bronchoscopie

Asprrateurs gastriques en
pédiatrie
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CHAMPIGNONS

Histoplasma capsulatum

Calcofluor-KOH ou autre
tache fongique
Culture fongique

Histologie

Tests d'antigénes

Anticorps sériques
(fixation du complément)

Expectorations ; expectoration
mduite, échantillons obtenus par
bronchoscopie : tissu

Tissu

Sérum, LBA, urine, liquide
pleural (s1 disponible)

Sérum

Récipient stérile, RT, <2 h ;
<24 h, 4°C

Conteneur stérile 4°C
conteneur de formol. RT, 2-
14 j.

Tube a caillot, RT, 2 j: 2-14
]. 4°C

Récipient stérile (urmne). RT,
2h;:>2-72h, 4°C

Tube a caillot, RT, 24 h ;
4°C, =24 h

Coccidioides
immiris/posadasii

Calcofluor-KOH ou autre
tache fongique
Culture fongique

Histologie

Anticorps sériques Igh
(ID. LA, EIA)
Anticorps IgG (fixation
du complément, ETA)

Expectorations ; expectoration
mduite, échantillons obtenus par
bronchoscopie.

Tissu

Sérum

Récipient stérile, RT, <2 h ;
=24 h, 4°C
Conteneur stérile, 4°C ;

conteneur de formol RT, 2-
14 j4°C

Tube a caillot, RT, 24 h -
=24 h 4°C

Blastomyces dermartitidis

Calcofluor-KOH ou autre
tache fongique
Culture fongique

Histologie

Tests d'antigénes

Anticorps sériques
(fixation du complément)

Expectorations ; expectoration
mduite, échantillons obtenus par
bronchoscopie : tissu

Tissu

Sérum, LBA  urine, liquide
pleural (s1 disponible)

Récipient stérile, RT, <2 h
<24 h, 4°C
Conteneur stérile, 4°C ;

conteneur de formol, RT, 2-
14 j

Tube a caillot, RT, 2 j: 2-14
. 4°C

Reécipient stérile (urine), RT,
2h;:=2-72h, 4°C

Tube a caillot, RT, 24 h ;
4°C, =24 h

VIRUS
Virus Influenza A B Détection rapide de l'antigéne
IFD
Culture virale
TAAN
Adénovirus IFD
Culture virale
TAAN
Virus paramnfluenza 1-4 IFD>» o
Culture virale Aspiration nasale, lavage
TAAN® nasal_ é:;‘ouvi].l;onuage NP, T ort dans les milieux
Virus respiratoire syncytial Détection rapide de l'anfigéne . lavage de gorge, de transport viraux, RT <2 h
IFD ¢couvillonnage de gorge, 15§, 4°C ; >5 j, -70°C
Culture virale Echantillons cb‘rer_m.s par T ’ ’
TAAN® bronchoscopie
Métapneumovirus humain IFD
TAAN
Coronavirus TAAN
Rhinovirus Culture virale
TAAN®
Enterovirus Culture virale
TAAN®
PARASITES
Paragonimus westermani Examen microscopique direct Liquide pleural Récipient stérile. échantillons
du liquide pleural et des Crachats frais. 4°C, 60 nun ;

expectorations pour détecter les

ovules caractéristiques

échantillons conservés, RT,
=60 min-30 j

Tableau 17: Diagnostic en laboratoire de la pneumonie communautaire[34]
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Abréviations : BAAR, bacilles acido-résistants ; LBA, lavage bronchoalvéolaire ; BCYE,
extrait de levure de charbon de bois tamponné ; IFD, test direct d'anticorps fluorescents ;
EIA, dosage immunoenzymatique ; ID, immunodiffusion ; 1gG, immunoglobuline G ; IgM,
immunoglobuline M ; KOH, hydroxyde de potassium ; LA, agglutination du latex ; MIF,
coloration micro-immunofluorescente ; NAAT, test d'amplification des acides nucléiques ;
NP, nasopharyngien ; NTM, mycobactéries non tuberculeuses ; RT, température ambiante.

a. La sensibilité chez les patients non bactériémiques atteints de pneumonie a pneumocoques
est de 52 % a 78 % ; la sensibilité dans les cas bactériémiques de pneumonie a
pneumocoques est de 80 % a 86 % ; la specificité chez les adultes est >90 %. Ne pas utiliser
chez les enfants. Des études ont fait état d'un taux de faux positifs de 21 % a 54 % chez les
enfants porteurs de NP et ne présentant aucun signe de pneumonie et chez les adultes atteints
de bronchopneumopathie chronique obstructive [110], [166].

b. 1l existe actuellement plusieurs tests approuvés par la Food and Drug Administration (FDA)
des Etats-Unis. Deux de ces tests sont des panels multiplex qui contiennent Mycoplasma
pneumoniae et Chlamydia pneumonia dans le cadre d'un panel complet de syndromes
respiratoires. Il existe un test singleplex pour M. pneumoniae. La disponibilité des tests
dépend du laboratoire. Les cliniciens doivent veérifier auprés du laboratoire les sources
d'échantillons validées, la collecte et le transport, les caractéristiques de performance et le
délai d'exécution. En général, il faut éviter les écouvillons a I'alginate de calcium et les mini-
écouvillons a pointe pour les TAAN.

c. Plusieurs plates-formes de TAAN autorisées par la FDA sont actuellement disponibles et
varient en termes d'exigences d'échantillons approuvés et de gamme d'analytes détectés. Les
lecteurs doivent vérifier aupres de leur laboratoire la disponibilité et les caractéristiques de
performance, y compris certaines limitations.

d. Lasensibilité des TAAN avec frottis négatif, culture positive n'est que de 50 a 80 %[168].
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X- 4 PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE
A. Bronchites Aigués

L’évolution est spontanément favorable en quelques jours et ne justifie pas
d’antibiothérapie chez le sujet sain. Une meta-analyse de 2017 reprenant les
essais randomisés controlés ne retrouve que peu de bénéfice a 1’antibiothérapie
avec une pertinence clinique limitée (réduction de demi-journée de la durée de la
toux et de la sensation d’étre malade)[169]. Le traitement doit donc étre
symptomatique : antipyrétique et éventuellement antitussifs en cas de toux seche
insomniante ou émétisante. Les bénéfices de ces traitements ne sont toutefois

pas étayés par la littérature[170].

A la suite d’une bronchite aigué, la toux peut persister plusieurs semaines
aprés la résolution de 1’épisode aigu. Dans ces cas, une hyperréactivité

bronchique transitoire peut étre observée.

De méme, un épisode de bronchite aigué peut constituer un mode d’entrée
dans une maladie pulmonaire chronique, justifiant la réalisation d’explorations
fonctionnelles respiratoires en cas de toux persistante plusieurs mois au décours

de I’épisode aigu.
* Cas particulier de la cogueluche

La coqueluche est une affection fréquente dans les populations non
vaccinées. Celle-ci est donc recommandée chez le nourrisson avec des rappels
actuellement prévus a lI’age de 6 ans, 11-13 ans et 25 ans en population
générale. En milieu professionnel, elle est recommandée chez tout professionnel
de santé et chez les professionnels chargés de la petite enfance, avec des rappels

vaccinaux prévus aux ages de 25, 45 et 65 ans.
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L’immunité, qu’elle ait €té acquise par maladie naturelle ou par la
vaccination, n’est pas permanente. La perte progressive d’immunité explique la
grande variété de présentation de la maladie chez les adultes, allant de la forme
classique décrite chez I’enfant non vacciné a une simple toux banale. La
coqueluche de I’adulte est une maladie plus souvent méconnue dont le
diagnostic doit étre évoqué devant une toux aigué inexpliquée, persistant ou
s’aggravant au-dela d’une semaine, surtout si elle s’accompagne d’une notion de
contage et qu’elle revét les caractéristiques d’une toux coquelucheuse
(recrudescence nocturne, émétisante et insomniante). Entre 12 et 32 % des cas

de toux prolongée de I’adulte seraient ainsi en lien avec une coqueluche[171].

Le diagnostic de coqueluche peut é&tre réalisé sur les sécrétions
nasopharyngées avec identification de Bordetella pertussis en culture sur un
milieu spécifique (Bordet-Gengou ou Regan Lowe) ou par PCR. La culture doit
étre entreprise uniguement dans les deux premiéres semaines de I’infection et
n’est réalisée que dans certains laboratoires hospitaliers. A I’inverse, la PCR en
temps réel constitue 1’outil diagnostic le plus sensible et est pratiquée par de

nombreux laboratoires dans les trois premiéres semaines de toux.

La sérologie n’a plus sa place dans la stratégie diagnostique de la

coqueluche[172].

Le traitement antibiotique par macrolide est indiqué dans les trois
premicres semaines d’évolution et les deux molécules suivantes sont a
privilégier : azithromycine et clarithromycine. Il permet de réduire rapidement la
contagiosit¢ mais son influence sur I’évolution de la maladie n’est pas

démontrée[172].
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B. Pneumopathies Aigués Communautaires
1. Evaluation initiale et orientation des patients

D¢s le diagnostic de PAC établi, une démarche basée sur I’évaluation de la
gravité pour définir la modalité de prise en charge (ambulatoire, hospitalisation,
réanimation) est recommandée. La gravité est appréci¢e sur I’association de
facteurs cliniques, des comorbidités mais tient également compte des facteurs
socioéconomiques permettant d’assurer un traitement optimal en ambulatoire
(patient sans domicile, isolé, personne agee peu autonome, incapable de gérer
seule son traitement, etc.). Cette évaluation se trouve renforcée par le calcul de
scores spécifiques aux PAC : le score de Fine (Pneumonia Severity Index : PSI)
(Tableau 18), le CURBG65 et sa version simplifiée le CRB65, ainsi que les
criteres de I’Infectious Disease Society of America/American Thoracic Society

(IDSA/ATS)[173], [174]. Ces scores sont décrits dans les Tableaux 19.

L’algorithme décisionnel propos¢ dans le cadre des recommandations

francaises (2010) est présenté sur la Figure 19.
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FPoints

Facteurs démographiques
Hommes

Fermmes

WVie en institution

Comorbidités

MNeéoplasie

Hépatopathie

Insuffisance cardiagque congestive
M aladie cérébrovasculaire
Maladie rénale

Donnees de 'examen clinigue
Atteinte des fonctions supérieures
Fréguence respiratoire > 30/min
Tension artérielle syvstolique < 90 mmBg
Température < 35 “C ou = 40 “C
Fréguence cardiaque > 125 bpm
Donneées radiologiques et paraclinigues
rH artériel < 7,35

Urée = 11 mmol/1

MNatrémie = 130 mmol/1l

Glvcémie = 14 mmol/1
Hématocrite < 30 %%

PaOz < 60 mmHg

Epanchement pleural

Reésultats

Classe Probabilitée de
déces a j30

I (adulte < 50 ans sans < 0,1 ¥

comorbidité ni signe de

gravité)

IT (= 70O points) 0,6 a 0,7 2%

IT1 (71—90 points) 0,9 a 2,8 %

IV (21—130 points) 8,2 49,3 %

Vo= 130 points) 37 a31 246

Age en années
Age en années — 10
+ 10

30
20
10
10
10

4+

20
20
20
15
10

4+

30
20
20
10
10
10
10

FE b4+

Conduite a tenir

Traitement ambulatoire

Traitement ambulatoire

Ambulatoire ou
hospitalisation courte

Hospitalisation
Hospitalisation

PaO, : pression partielle de I"'oxygéne.

Tableau 18: Score de Fine (Pneumonia Severity Index [PSI])[175]-[177]
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CURE65

Interprétation
Nombre de critéres
0

1

[T FE R )

i

CRE65

Interprétation
Nombre de critéres

0
1
2
3
4

Critéres [DSA/ATS

Critéres majeurs

Ventilation mécanique invasive
Critéres mineurs

Infiltrats multilobaires
Pa0,/Fi0; < 250

Urée = 20 mg/dl (7,1 mmol/l)
Leucopénie < 4000/ mm?
Thrombopénie < 100 000/mm’
Conduite @ tenir

Si présence de 1 critére majeur ou 3 critéres mineurs

Confusion

Urea
Respiratory rate
Blood pressure

b5

Probabilité de déces a j30
0%

1,1%

7,6%

1%

141,9%

&0 %

Confusion
Respiratory rate
Blood pressure

5

Probabilité de déces a j30
0%

4,1%

18,7 %

43,5%

54,6 %

Confusion

Urée > 7 mmol/l

Fréquence respiratoire > 30/min
TA systolique < 90 mmHg

Ou TA diastolique < 60 mmHg
Age > 65 ans

Conduite a tenir
Traitement ambulatoire

Fvaluation hospitalire + hospitalisation courte

Hospitalisation

Confusion

Fréquence respiratoire = 30/min
TA systolique < 90 mmHg

Ou TA diastolique < 60 mmHg
ﬁge = b5 ans

Conduite i tenir
Traitement ambulatoire

Evaluation hospitaliére + hospitalisation courte

Hospitalisation

Choc septique nécessitant des amines vasopressives

Hypothermie < 36 “C

Hypotension nécessitant un remplissage agressif

Fréquence respiratoire > 30/min
Confusion [ désorientation

Indication & une hospitalisation en réanimation

TA - tension artérielle ; FaOz : pression partielle de Poxygéne ; FO; - fraction inspirée en oxygéne.

Tableau 19: Score CURB65, CRB65 et critéres de I’Infectious Disease Society of

America/American Thoracic Society (IDSA/ATS).[178]
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Pneumopathie aigué
communautaire

l

Becherche de signes de graviié :

- Afteinte des fonctions supérieures

- Atteinte des fonctions vitales : PA systoligue < 90 mmHg
Fréquence cardiague = 120/min
Fréguence respiratoire > 30/min

- Température < 35 “°C ou = 40 °C

- Néoplasie associée —<_Clui_
- Pneumaopathie d'inhalation ou sur cbstacle

ou de situations particuliéres :

- Complications de la pneumopathie (pleurésie ou abcés)
- Conditions socioéconomiques défavorables Hospitalisation
- Inobservance thérapeutique prévisible

- Isolement social, notamment chez les personnes agees

recommandées

Becherche de facteurs de risque de mortalite :

- Age = 65 ans

- Insuffisance cardiague congestive

- Maladie cérébro-vasculaire

- Maladie rénale (chronique ou élévation de la créatinémie)

- Hépatopathie chronigue

- BPCO

- Immunodéprassion (corticothérapie par voie générale ou traitement immunosuppresseur,
splénectomie, sida)

- Drépanocytose homozygote

- Antécédent de pneumopathie bactérienne

- Hospitalisation dans I'année

- Vie en insfitution

- Age = 65 ans et = 1 facteur de risque - Age = 65 ans et = 2 facteurs de risque
ou ou
- Age = 65 ans et aucun facteur de risque - Age = 65 ans et = facteur de risque
Prise en charge ambulatoire possible Hospitalisation recommandée

Figure 19: Critéres d’hospitalisation dans la prise en charge des pneumopathies aigués

communautaires selon les recommandations francaises 2010 [179]
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2. Strategie de realisation des tests microbiologiques

La stratégie de realisation des tests microbiologiques, recommandée en

fonction de la sévérité de la PAC, est explicitée dans la Figure 20 [180], [181].

La réalisation d’une bronchoscopie souple pour [’obtention de
prélevements respiratoires profonds (aspiration bronchique, brossage distal
protégé, lavage bronchoalvéolaire [LBA]) est indiquée en cas de PAC non
résolutive, ou chez les patients intubés, ou chez certains patients séveres non
intubés lorsque I’hématose le permet et que la documentation est susceptible
d’impacter la décision thérapeutique[173]. Les seuils de positivité considérés
pour définir une infection sont de 10° UFC/mI pour la brosse, 10* UFC/mI pour
le LBA et 10° UFC/ml pour I’aspiration bronchique[182].

Tests microbiclogigues non
|_ recommandsés en systématique

___ Prisa en charge
en ambulatoire
|_ ECBC uniquement si échec
clinique a 4872 h de traitement
— ECBC + 2 séries dhémocultures
| Antigénurie pneumocogue si signe
Prau thie Hospitalisation de gravitsé ou épanchement pleural
aigue —— hors secteur —
communautairs deréanimation | Antigénurie légionnelle si signe de
gravité ou clinique évocatrice
ECBC + 2 saries dhémocultures +
Test moléculaire pour la recherche Antigénuries légionnelle et
—— de grippe VRS en période d'épidémie pneumocogue
(=i disponible)
Réalisation de prélévements
| Hospitalisation respiratoires distaux & considérer
an reanimation (brossage distal protégs, LBA,
aspiration endobronchique)
Tests moléculaires (si disponibles) :
- Grippe ot VRS
Tests sérologiques : pou dintérét | - Pneumocoque
en pratigue dinique - Germes atypiques

Figure 20. Stratégie de réalisation des tests pour le diagnostic microbiologique des

pneumopathies aigués communautaires[178]
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3. Choix de P’antibiothérapie :[181]

L'antibiothérapie des PAC est probabiliste ; elle doit étre instaurée des le
diagnostic porté, idéalement dans les 4 heures. Son efficacité doit étre évaluée
impérativement apres 48-72 heures de traitement. Elle doit tenir compte des
pathogenes les plus fréquemment impliqués, a savoir Streptococcus pneumoniae
et les bactéries atypiques a développement intracellulaire (Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae et Legionella pneumophila), et de la
gravité qui peut leur étre associée. La voie orale doit étre préféerée autant que
possible. En raison de la fréquence et de la gravité potentielle des infections a
pneumocoques, Streptococcus pneumoniae doit toujours étre pris en compte en
priorité. En ambulatoire, I'examen microbiologique n'est pas indispensable. En
cas d'hospitalisation, l'analyse microbiologique peut aider au diagnostic
étiologique et ne dispense pas de la mise en place d'un traitement probabiliste en
attente des résultats[183].

Les différentes stratégies thérapeutiques des pneumonies communautaires
sont decrites dans les tableaux 20 a 22.

La durée de traitement est de 7 jours quelle que soit sa gravité[184].

En cas de contexte grippal, chez les sujets sains sans signe de gravite,
I'amoxicilline/acide clavulanique remplace I'amoxicilline en ler choix. En
seconde intention, on trouve la pristinamycine ou la télithromycine.

En matiére de prévention des pneumonies a pneumocogue, la vaccina anti
pneumocoque est recommandé chez les sujets agés de plus de 65 ans,
particulierement ceux vivants en institution, les splénectomisés, les
drépanocytaires homozygotes, en cas de syndrome néphrotique et chez les
insuffisants respiratoires. Un bénefice synergique des vaccinations grippale et
pneumococcique a éte établi[185].
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Situations

Premier choix

Echec a 48 heures

Sujets sains sans signe de gravité
Suspicion de pneumocoque

Doute entre pneumocoque et bactéries
atypiques

Suspicion de bactéries atypiques

Sujets avec comorbidité(s) ou sujet dgé
ambulatoire sans signe de gravité

Amoxicilline 1g x 3/j, 7 jours

Amoxicilline 1g x 3/j, 7 jours

ou pristinamycine 1 g x 3/j
ou télithromycine? 800 mg x 1]

Macrolide

Amoxicilline - acide clavulanique 1 g x 3/j,
10 jours

Ou lévofloxacine' 500 mg x 1/]

Ou ceftriaxone IV, IM, 1-2 g x 1/]

Macrolide

ou lévofloxacine' 500 mg x 1/j
ou pristinamycine 1 g x 3/j

ou télithromycine’ 800 mg x 1]
Hospitalisation si 2¢ échec

Macrolide

ou lévofloxacine' 500 mg x 1/j
ou pristinamycine 1 g x 3/j

ou télithromycine? 800 mg x 1/]
Hospitalisation si 2¢ échec

Hospitalisation/réévaluation diagnostique
et thérapeutique

Amoxicilline

ou lévofloxacine' 500 mg x 1/j
ou pristinamycine 1 g x 3/j

ou télithromycine? 800 mg x 1]
Hospitalisation si 2¢ échec

Hospitalisation

1. Ne doit pas &tre prescrite sile malade a recu une fluoroquinolone dans les 3 mois précédents quelle qu'en soit I'indication.
2. Utilisable si les autres antibictiques proposés ne peuvent &tre prescrits.

Tableau 20: Antibiothérapie des pneumonies aigués communautaires

de l'adulte en ambulatoire.[185]

Situations

Principaux germes cibles

Antibiothérapie
de 1" intention

Alternative

Pneumonies hors contexte grippal

Sujets jeunes sans comorbidité

Sujets &gés sans comorbidité
Sujets avec comorbidités

Pneumocoque
Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae
Legionella pneumaophila

Pneumocoque

H. influenzae
Entérobactéries
Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae

Pneumonies avec contexte grippal

Sujets jeunes

Sujets agés ou comorbidités

S. aureus
H. influenzae
Streptococcus pyogenes A

Amoxicilline PO ou IV 1 g x 3/j
ou pristinamycine PO 1 g x 3/j
ou télithromycine PO+ 800 mg
x 1j

Amoxicilline-acide clavulanigue
PO, IV 1 gx3fj
ou céfotaxime IV 1232 g x 3/j

ou ceftriaxone IV, IM 132 gx 1/j

Amoxicilline-acide clavulanigue
PO, IV1gx 3

Amoxicilline-acide clavulanique
PO, IV1gx 3

ou céfotaxime IV 1-2 g x 3/j

ou ceftriaxone IV, IM 1-2 g x 1/j

Si échec bétalactamine 3
48-72 heures : ajouter un
macrolide ou substituer par
télithromycine* 800 mg x 1/}
ou pristinamycine PO 1 g x/j

Si échec bétalactamine 3
48-72 heures : ajouter un
macrolide ou substituer par
lévafloxacine PO 500 mg x 1/j

Pristinamycine PO 1 g x 3/j
Teélithromycine* 800 mg x 1/j

Lévofloxacine PO 500 mg x 1/j

* Télithromycine uniquement si risque de pneumocoque de sensibilité diminuée 2 la pénicilline (patients ayant recu plusieurs cures d'antibiotiques)
et de pneumocoques résistants aux macrolides et si aucune autre molécule ne peut étre utilisée.

Tableau 21: Antibiothérapie des pneumonies aigués

communautaires non graves hospitalisées[185].
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Situations Principaux germes

cibles

Antibiothérapie de 1™ intention

Alternative

Pneumonies hors contexte grippal

Sujets jeunes sans comorbidité ~ Pneumocoques

Sujets 4gés avec ou sans intracellulaires

comerbidité Suspicion de
pyocyanique

Pneumonies avec contexte grippal

S. aureus

H. influenzae
Streptococcus
pyogenes A

Cas général

5. aureus sécréteur
de la leucocidine de
Panton Valentine

Pneumanie gravissime,
pneumaonie nécrosante

Céfotaxime IV 1-2 g x 3/j

ou ceftriaxone IV, IM, 5C 1-2 g/j

+ macrolides IV
Pipéracilline-tazobactam IV 4 g x 3/
+ amikacine IV 15-30 mg/kg/j

ou tobramycine IV 3-8 mg/kg/j

+ macrolide IV ou lévofloxacine IV*

Céfotaxime IV 1232 g x 3/j
+ macrolide IV

Céfotaxime IV 2 g x 3/j

+ glycopeptide

+ clindamycine 600 mg x 3/j
ou rifampicine 20 mg/kg/j

Céfotaxime IV 1-2 g x 3/j

ou ceftriaxone IV, IM, 5C 1-2 g/j
+ lévofloxacine IV* 500 mg x 1/j
Ceftazidime |V 2 g x 2/j

ou imipénem IV 1 g x 3/fj

+ amikacine IV 15-30 mg/kg/]
(= 5 jours)

ou tobramycine 3-8 mg/ka/|

(= 5 jours)

+ macrolide IV ou lévofloxacine
Iv*

Céfotaxime IV 1 g x 3/j
+ lévofloxacine IV* 500 mg x 1/j

Céfotaxime IV 2 g x 3fj
+ linézelide IV 600 mg x 2/]

* Les fluoroquinolones ne doivent pas étre prescrites si le malade a recu une fluoroguinolone, qu'elle qu'en soit I'indication, depuis moins de 3 mois.

Tableau 22: Antibiothérapie des pneumonies communautaires graves

(unité de soins intensifs, réanimation)[185].

C. Exacerbation aigué de broncho-pneumopathie chronique obstructive

(EABPCO)

1. Définition de la gravité et critéres d’hospitalisation

En pratique clinique, la gravité est appréciee sur les caracteristiques de la

maladie a I’état de base, la sévérité des signes cliniques, les comorbidités et la

fréquence des exacerbations.

Il n’existe pas a I’heure actuelle de score prédictif de mortalité¢ et/ou

d’évolution défavorable suffisamment validé pour étre utilis€ en pratique

clinique. Le choix d’hospitaliser ou non un patient repose donc sur la présence

de différents critéres retenus dans les consensus internationaux et qu’il convient

d’intégrer dans une démarche clinique globale (Tableau 21).
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Critére

Terrain
Age > 70 ans
Patient isolé socialement
Etat général
Niveau d’activité
Sevérité de la BPCO sous-jacente
Exacerbations fréquentes
Arythmie récente
Oxygénothérapie de longue durée
ATCD 10T pour IRA
Comorbidités
AOMI
Fontage coronarien
Echec premier traitement
Clinique
Sp02 <90 %
Flapping
Fréquence cardiaque > 110/ min
Cyanose
oMmI
Trop mal pour un simple test de marche de 3 min
apres 1% traitement au SAU
Incertitude diagnostique
Anomalies biologiques ou radiologiques
Anomalies radiologiques
pH
Pa0;
Anomalies aigués a I’ECG
Anémie (Hb<10g/dL)
Insuffisance rénale : urée > 12 mmol/L
CO; seérigque > 35 mmol/L

EABPCO : exacerbation de bronchopneumopathie chronigue
obstructive ; AOMI : artériopathie oblitérante des membres
inférieurs ; Hb : hemoglobine ; 10T : intubation oro-trachéale ;
IRA : insuffisance respiratoire aigué ; OMI : cedeme des membres
inférieurs ; ECG : electrocardiogramme.

Tableau 23Critéres d’hospitalisation des patients avec EABPCO
(niveau de preuve « Accord d’experts »).[186]
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2. Investigations complémentaires

La réalisation d’un ECBC sera discutée dans les cas suivants : portage
bactérien chronique (P. aeruginosa, Stenotrophomonas, Acromobacter, etc.),
exacerbation severe ou répetee, échec d’une antibiothérapie de premicre ligne ou
immunodepression.

En ambulatoire, la radiographie de thorax sera uniquement réalisée en cas
d’incertitude diagnostique. Elle sera cependant proposée systématiquement pour
les formes plus séveres nécessitant une hospitalisation afin d’éliminer les
diagnostics differentiels.

En I’¢état actuel, les performances de la CRP et de la PCT sont insuffisantes

pour guider la décision de traitement ou 1’orientation des patients présentant une
EABPCO

3. Antibiotherapie des EABPCO d’origine infectieuse.

L’indication d’une antibiothérapie est essentiellement guidée par la
purulence de I’expectoration, la gravité de la BPCO sous jacente et de 1’épisode
aigu. L’algorithme proposé par la Société de pneumologie de langue francaise
(SPLF) en 2017 est repris en Figure 21 [186].

Par ailleurs, le choix de I’antibiothérapie doit tenir compte de la présence
de facteurs de risque pour une infection a P. aeruginosa ou a une entérobactérie
ainsi que des antécédents d’antibiothérapie au cours des trois précédents mois.
Une infection a P. aeruginosa est plus fréquente en cas d’hospitalisation récente,
d’utilisation récente (< 3 mois) ou fréquente d’antibiothérapies (> 4/an), de
BPCO sévere (volume expiratoire maximal seconde [VEMS] < 30 %) ou
d’utilisation de corticothérapie systémique (> 10 mg d’équivalent prednisone par
jour au cours des 2 dernieres semaines)[180].
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Majoration de la purulence Facteurs de risque :
des expectorations - VEMS < 50 % de la valeur prédite
- > 2 exacerbations par an
- Cardiopathie ischémique
hs - Oxygénothérapie a domicile
) - Corticothérapie orale chronique

| >

(Non)
v v
Pas d'antibiothérapie TR PR
i i \Hjﬂ) <Ejf'/'
Surveillance et Amoxlmllllne—Aclde Amoxicilline-Acide
réévaluation a 48 h clavulanique 3 g/j clavulanique 3 g/]
Amoxicilline 3 g/
— . : : CaG
i Pristinamycine 3 g/j FOAP
I Macrolides Durée = 5 iours
f_.----- _ .__.__“"‘“\_ Durée = 5 jours —aree==l
.\xﬁff;ravatmn chmq_f P — l

Discuter critéres d’hospitalisation
Surveillance et réévaluation 2 48 h

Figure 21. Antibiothérapie probabiliste des exacerbations aigués de broncho-pneumopathie
chronique obstructive (BPCO) selon les recommandations de la Société de pneumologie de
langue francaise (SPLF) 2017. [178]

C3G : céphalosporine de troisieme génération ; FQAP : fluoroguinolone antipneumococcique ; VEMS
: volume expiratoire maximal seconde.
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D. Stratégie préeventive

1. Vaccination antigrippale
Le vaccin antigrippal est un vaccin polyvalent préparé a partir des souches

virales supposées étre les plus fréquemment en cause lors de I’épidémie de

I’année a venir (3 souches jusqu’en 2019 et 4 souches en 2020).

De larges ¢tudes de cohortes de patients agés ont montré 1’efficacité¢ du
vaccin en termes de préevention des hospitalisations pour grippe ou pneumonie.
Ces résultats vont dans le sens d’une vaccination annuelle des populations a
risque incluant, outre les personnes de plus de 65 ans, les patients présentant une

pathologie respiratoire chronique [187]

2. Vaccination antipneumococcique
Actuellement, deux types de vaccins ciblant les sérotypes responsables

d’infection invasive a pneumocoque sont disponibles : un vaccin
polysaccharidique a 23 valences (VPP23) et un vaccin conjugué a 13 valences
(VPC13). Ce dernier, associé a une meilleure réponse immune, était initialement
destiné aux jeunes enfants. Plus récemment, ’indication a été élargie aux
personnes a risque d’infection invasive a pneumocoque incluant les patients
présentant une pathologie respiratoire chronique. Le schéma vaccinal est le
suivant : vaccin VPCI13 suivi d’une revaccination par VPP23 avec un délai
minimal de huit semaines. Par la suite, une revaccination tous les cing ans par
VPP23 est recommandée[188].
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XI.

CONCLUSION

Les infections respiratoires basses forment un groupe hétérogéne constitué
des bronchites aigués, des exacerbations de broncho-pneumopathie chronique
obstructive (BPCO) d’origine infectieuse et des pneumopathies aigués
communautaires (PAC). Elles sont dues a des pathogenes qui different suivant
les &ges de la vie. La Gravité et pronostic de ces affections sont trés divers selon
I’agent causal et le terrain sur lequel elles surviennent. La documentation de la
pneumonie aigué hospitalisee est essentiellement basée sur I'analyse des
prélevements respiratoires non invasifs (ECBC ou aspiration endotrachéale /
Préléevements distaux protéges pour les patients de réanimation), tandis que les
prélevements invasifs (brossage télescopique ou LBA) doivent étre réservés en
deuxieme lieu pour les PAC hospitalisées en réanimation. Les techniques mises
en ceuvre au laboratoire sur ces prélévements restent classiques. Jusqu'a présent,
seule la culture peut préciser le profil de sensibilité aux antibiotiques des agents
pathogénes. L’avénement des  techniques de biologie moléculaire va
révolutionner la prise en charge des IRB. L’avenir a court terme sera marqué par
le recours a I’approche syndromique par des panels moléculaires multiplex
capables de détecter de nombreux microorganismes en quelques heures et

déterminer leurs profils de résistance aux antibiotiques.

Dans quelques années suivra l'ére du séquencage nucléotidique a haut
débit, qui changera completement le domaine du diagnostic microbiologique et
ouvrira la voie a la flore respiratoire des patients. Suivra, dans quelques anneées,
I’ére du séquencage nucléotidique a haut débit qui révolutionnera le domaine du
diagnostic microbiologique en donnant acces au microbiote respiratoire du
patient
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RESUME

Titre . APPORT DE LA BIOLOGIE MOLECULAIRE DANS LE DIAGNOSTIC DES
INFECTIONS RESPIRATOIRES AIGUES BASSES COMMUNAUTAIRES

Auteur EOM : LAKSSIR IKHLASS
Mots clés : infection respiratoire, bactériologie conventionnelle, biologie moléculaire.

Les infections respiratoires basses (IRABC) constituent un probléeme de santé publique en
raison de leur fréquence et de leur gravité potentielle. On distingue trois entités cliniques : les
pneumopathies aigués communautaires (PAC), les bronchites aigués d’évolution
spontanément favorable et les exacerbations aigués de bronchopneumopathie chronique
obstructive (EABPCO). Certains caractéres cliniques communs (toux, expectoration,
dyspnée) rendent leur distinction parfois difficile. Aucun outil microbiologique n’est 100 %
sensible nil00 % spécifique et malgré les investigations, plus de 30 % des pneumopathies
restent sans étiologie identifiée. Si aucun prélévement n’est indiqué pour les patients traités en
ambulatoire, les prélévements respiratoires non invasifs sont a privilégier pour les
pneumopathies aigués hospitalisées, tandis que les prélevements invasifs sont indiqués en
seconde ligne pour les pneumopathies aigués communa , utaires en réanimation. La
culture microbiologique garde une place importante, a condition que le malade soit prélevé
avant instauration de I’antibiothérapie. Certains contextes peuvent justifier le recours aux
hémocultures, a la recherche d’antigénes urinaires ou aux sérologies. Le développement
récent de diagnostics moléculaires, particulierement les panels moléculaires multiplex,
capables de détecter de nombreux micro-organismes en quelques heures, a révolutionné la
microbiologie clinique. Le séquencgage nucléotidique haut débit révolutionnera bientot le
diagnostic microbiologique, en pneumologie comme dans les autres domaines de
I’infectiologie. Permettant ainsi le passage d’une prise en charge empirique basée sur

I’épidémiologie, a une prise en charge ciblée sur le pathogene et son profil de résistance.
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ABSTRACT

CONTRIBUTION OF MOLECULAR BIOLOGY IN THE DIAGNOSIS OF
COMMUNITY-ACQUIRED LOWER RESPIRATORY TRACT INFECTIONS

Auteur EOM : LAKSSIR IKHLASS
Key words: respiratory infection, conventional bacteriology, molecular biology.

Low Respiratory Infections are a public health problem because of their frequency and
potential severity. There are three clinical entities: acute community-acquired pneumopathies
(CAP), acute bronchitis of spontaneous favourable evolution and acute exacerbations of
chronic obstructive pulmonary disease (AECOPD) . Some common clinical features (cough,
expectoration, dyspnea) sometimes make them difficult to distinguish. No microbiological
tool is 100% sensitive or 100% specific and despite investigations, more than 30% of
pneumopathies remain without an identified etiology. If no sampling is indicated for patients
treated on an outpatient basis, non-invasive respiratory sampling is to be preferred for acute
inpatient pneumopathies, while invasive sampling is indicated as a second line of treatment
for acute community pneumopathies in intensive care units. Microbiological culture is still
important, provided that the patient is sampled before antibiotic therapy is started. Certain
contexts may justify the use of blood cultures, urinary antigen testing or serology. The recent
development of molecular diagnostics, particularly multiplex molecular panels, capable of
detecting numerous micro-organisms in a few hours, has revolutionised clinical microbiology.
High-throughput nucleotide sequencing will soon revolutionise microbiological diagnosis, in
pneumology as in other fields of infectiology. This will enable a shift from empirical
management based on epidemiology to management targeted on the pathogen and its

resistance profile.
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